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CRESCE A PLANTA, floresce, 

A flor abrindo, cresce. 

Murcha a flor. E eu, que vejo 

Crescer planta e flor, e esse 

Murchar também, desejo 

Saber qual é a prece, 

O suspiro, o ensejo 

A dar ao que entrevejo. 

 

Fernando Pessoa, 1921 
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Resumo 

Herbicidas podem atingir ambientes aquáticos em regiões agrícolas, afetando os produtores 

primários e, consequentemente, a teia trófica e a ciclagem de nutrientes. Neste contexto, 

macroalgas lóticas do filo Chlorophyta foram coletadas, cultivadas, e submetidas a três 

concentrações diferentes (0,28; 3,5; e 6 mg L-1) de glifosato grau técnico e da formulação 

comercial Roundup®, e uma concentração (0,03 mg L-1) de ácido aminometilfosfônico 

(AMPA), além do grupo controle (0 mg L-1), para a avalição da resposta fotossintética através 

da evolução do oxigênio dissolvido, da fluorescência da clorofila a, e da concentração de 

clorofila a, realizados após um e sete dias de exposição ao herbicida. Os resultados mostram 

que, no geral, o Roundup® foi o herbicida que mais afetou negativamente as respostas 

fotossintéticas das macroalgas testadas, gerando danos ao aparato fotossintético, provocando 

reduções na taxa de fotossíntese líquida, e na concentração de clorofila a. O glifosato grau 

técnico e o AMPA também causaram efeitos inibitórios significativos para a resposta 

fotossintética, ainda que em uma escala menor. Em relação às concentrações utilizadas, a 

concentração de 0,28 mg L-1, que corresponde ao limite permitido pela legislação brasileira 

para a água destinada a irrigação e consumo animal, gerou reduções efetivas na resposta 

fotossintética de Nitella microcarpa var. wrightii (Roundup®) Nitella subglomerata (glifosato 

grau técnico e Roundup®) e Desmidium grevillei (Roundup®). A concentração de 0,03 mg L-

1 utilizada no tratamento com AMPA também inibiu a resposta fotossintética de Oedogonium 

sp. e Spirogyra sp. Em um segundo experimento, as mesmas análises foram utilizadas para 

avaliar a mistura de herbicidas glifosato (Roundup®) e ácido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) 

(Bratt®) nas concentrações recomendadas pelos fabricantes (3,5 mg L-1 e 2,0 mg L-1, 

respectivamente). Neste experimento, a mistura destes herbicidas gerou poucos efeitos 

significativos na resposta fotossintética quando comparado aos resultados do tratamento com 

Roundup®, sugerindo haver um efeito antagônico para a maioria das macroalgas estudadas. De 

modo geral, os resultados de ambos os experimentos indicam que a forma como o herbicida 

glifosato se apresenta para as macroalgas testadas no ambiente aquático (e.g. na presença do 

surfactante, degradado em AMPA, combinado com o 2,4-D), pode gerar flutuações na 

produtividade (inibição ou estímulo) ao longo do tempo de modo táxon-específico, ressaltando 

a necessidade de mais estudos sobre os efeitos de possíveis contaminantes ambientais em 

produtores primários de ambientes aquáticos.  

 

Palavras-chave: glifosato, AMPA, 2,4-D, fotossíntese, macroalgas verdes. 
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Abstract 

Herbicides can contaminate aquatic environments in agricultural regions, affecting primary 

producers and, consequently, the food web and nutrient cycling. In this context, lotic 

macroalgae of the phylum Chlorophyta were collected and cultivated in three different 

concentrations (0.28; 3.5; and 6 mg L-1) of technical grade glyphosate and Roundup®, and one 

concentration (0.03 mg L-1) of aminomethylphosphonic acid (AMPA), in addition to the control 

group (0 mg L-1). Were evaluated the photosynthetic response through the oxygen evolution, 

chlorophyll a fluorescence, and the chlorophyll a concentration, performed with one and seven 

days of exposure to the herbicide. The results show that, in general, Roundup® was the 

herbicide most negatively affected the photosynthetic responses of macroalgae tested, causing 

damage to the photosynthetic apparatus, reducing the photosynthetic rates, and chlorophyll a 

concentration. Technical grade glyphosate and AMPA likewise caused significant inhibitory 

effects on the photosynthetic response, although on a smaller scale. About the concentrations 

used, the 0.28 mg L-1, which correspond to the limit for Brazilian law in water for irrigation and 

animal consumption, led to effective reductions in the photosynthetic response of Nitella 

microcarpa var. wrightii (Roundup®) Nitella subglomerata (glyphosate technical grade and 

Roundup®) and Desmidium grevillei (Roundup®). The concentration of 0.03 mg L-1 used in 

the AMPA treatment also inhibited the photosynthetic response of Oedogonium sp. and 

Spirogyra sp. In a second experiment, the same analyses were performed for a mixture of 

herbicides glyphosate (Roundup®) and 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) (Bratt®) at the 

recommended concentration to control weeds (3.5 mg L -1 and 2.0 mg L-1, respectively). In this 

experiment, the mixture of these herbicides, when comparing the results with the Roundup® 

treatment, caused few effects on the photosynthetic response, suggesting an antagonistic effect 

for most of the macroalgae studied. In general, the results of both experiments, indicate that the 

form that these herbicides take in the environment (e.g. with surfactant, degraded in AMPA, 

combined with 2,4-D), can generate fluctuations (inhibition or stimulation) on productivity over 

time in taxon-specific variation, highlighting the need for further studies on the effects of 

possible environmental contaminants on primary producers of aquatic environments. 

 

Key words: glyphosate, AMPA, 2,4-D, photosynthesis, green macroalgae. 
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Introdução Geral 

A alta demanda de alimentos, decorrente do grande crescimento da população mundial, 

impulsiona cada vez mais às práticas agrícolas intensivas que visam o aumento da 

produtividade (Galli & Montesuma, 2005; Green et al., 2005; Kleijn et al., 2009). O controle 

de pragas na agricultura passou a ser uma necessidade, e a aplicação de pesticidas tornou-se 

uma das principais ferramentas utilizadas para atingir este objetivo (Jurado et al., 2011; Price 

& Kelton, 2011). Os pesticidas podem ser classificados de acordo com o grupo alvo de sua ação 

como sendo inseticidas, fungicidas e herbicidas, por exemplo (Jurado et al., 2011). Estes 

últimos, herbicidas, são responsáveis por eliminar do agrossistema as plantas que não 

apresentam interesse econômico (daninhas), e que competem por espaço e nutrientes com as 

demais cultiváveis (Galli & Montesuma, 2005; Green et al., 2005; Kleijn et al., 2009).  

Os herbicidas correspondem a classe de pesticidas mais utilizada na agricultura, 

entretanto, a utilização de substâncias químicas no controle de plantas indesejáveis não é uma 

prática empregada somente na agricultura (Jurado et al., 2011). Por muitos anos foram 

utilizados resíduos de petróleo, minérios de arsênico, ácido sulfúrico, e sais de cobre para o 

controle de plantas que cresciam sobre as linhas de trem, uma vez que estas substâncias 

matavam todas as plantas e mantinham um efeito residual no solo por vários meses, ou até 

mesmo anos (Jurado et al., 2011). 

Na agricultura, entretanto, os herbicidas seletivos tendem a ser comercialmente mais 

vantajosos por permitirem que somente as plantas cultivadas sobrevivam. A seletividade pode 

ser baseada em diferenças morfológicas, como por exemplo no tamanho e na textura das folhas, 

que influencia diretamente na quantidade de herbicida que é absorvido ou escoado para o solo; 

em diferenças bioquímicas, que podem determinar se a planta possui ou não a capacidade de 

metabolizar o herbicida, não sendo portanto suscetível aos efeitos deletérios; ou ainda 

toponômica, quando o herbicida é administrado de forma a entrar e contato somente com a 

planta daninha (Jurado et al., 2011; Carvalho, 2013). 

O controle químico seletivo foi iniciado com a produção do ácido 2,4 – 

diclorofenoxiacético (2,4-D), em 1941, durante a segunda guerra mundial, sendo anunciado 

publicamente somente ao final da guerra e utilizado comercialmente, nos EUA, a partir de 1947 

(Jurado et al., 2011; Oliveira Jr., 2011). Com a chegada dos herbicidas seletivos ao mercado, 

foi possível aumentar a produtividade e, concomitantemente, reduzir a mão de obra necessária 

para o controle das plantas daninhas, que antes era realizada de forma manual (Price & Kelton, 
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2011). Estes benefícios gerados pelo controle químico, provavelmente, estimularam o aumento 

das pesquisas na área de desenvolvimento de novos herbicidas (Jurado et al., 2011). 

De fato, com o advento da técnica de transgenia na década de 1990, foi possível alcançar 

um nível maior de seletividade. A combinação de herbicidas não seletivos, como o glifosato e 

o glufosinato, com plantas que adquiriram resistência por meio da transgenia, permitiu a 

utilização desses herbicidas em pós emergência, o que gerou uma redução ainda maior dos 

custos com resultados mais efetivos (Derpsch & Friedrich, 2009).  

Outro avanço necessário para a utilização comercial dos herbicidas residiu no aumento 

da capacidade do ingrediente ativo em alcançar o local preciso onde na planta ocorre o seu 

mecanismo de ação, ou seja, no órgão vegetal em que ele provoca a lesão biofísica e/ou 

bioquímica que impede (ou reduz) o seu desenvolvimento. Para obter tal eficiência, os 

herbicidas têm sido comercializados em formulações que apresentam, além do ingrediente 

ativo, adjuvantes (ex. surfactantes) que, embora não apresentem propriedade fitossanitária, 

agem de modo a garantir a estabilidade da solução e aumentar a eficiência do ingrediente ativo 

(Carvalho, 2013). 

Historicamente, soluções contendo sabão e óleo de origem animal foram utilizados 

como adjuvantes na agricultura antes de 1900 (Gillette, 1888; Hazen, 2000). Graças aos avanços 

nas pesquisas, hoje existem adjuvantes para as mais diversas funções, como por exemplo os 

surfactantes, que reduzem a tensão superficial dos líquidos; os quelatizantes, responsáveis por 

isolarem as cargas elétricas, suprimindo a reatividade dos íons; os espessantes, que aumentam 

a viscosidade; e os tamponantes, que mantém o pH dentro da faixa desejada (Carvalho, 2013). 

No Brasil, existem hoje cerca de 149 ingredientes ativos de herbicidas, classificados em 

25 grupos de mecanismos de ação, que são vendidos na forma de 636 formulações comerciais 

(MAPA, 2017), sendo o glifosato o ingrediente ativo mais utilizado no Brasil, alcançando a 

marca de 194,8 mil toneladas vendidas no ano de 2014 (IBAMA, 2016). 

O glifosato, ou N-(fosfonometil) glicina, desenvolvido e inicialmente comercializado 

pela empresa Monsanto na década de 1970, é um herbicida não seletivo pós-emergente muito 

utilizado mundialmente no controle de ervas daninhas e de espécies invasoras (Woodburn, 

2000; Papchenkova et al., 2009).  

A popularização da técnica de plantio direto, ao qual o processo de semeadura é 

realizada sob uma cobertura vegetal morta, ajudou a disseminar inicialmente o uso do glifosato 

no período de pré-plantio para o dessecamento das plantas daninhas (Pérez et al., 2011; Wagner 

et al., 2013). Entretanto, foi com o avanço das pesquisas em transgenia que o glifosato 

realmente se consolidou no mercado (Price & Kelton, 2011). O Brasil concentra atualmente 
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cerca de 23% da área cultivada com culturas transgênicas do mundo, sendo a cultura da soja 

resistente ao glifoato a grande responsável pela popularização desse herbicida no país (Wagner 

et al., 2013; Rodrigues et al., 2016). 

Com o fim da patente do Roundup® e o aumento das áreas cultivadas com plantas 

tolerantes ao glifosato, o número de formulações comerciais de herbicidas à base de glifosato 

aumentou (Duke & Powles, 2008). Estas formulações, além de variarem na concentração de 

glifosato, variam em relação a concentração e a identidade do(s) adjuvante(s) utilizado(s). E, 

em geral, a identidade do adjuvante não é apresentado pelo fabricante, o que dificulta as 

pesquisas sobre substâncias que compõe a formulação comercial (Howe et al., 2004; Annet et 

al., 2014).  

O glifosato, por ser um derivado do aminoácido glicina, apresenta uma alta solubilidade 

em água (11,6 g L-1 a 25ºC) e é insolúvel a solventes orgânicos como etanol e acetona. No 

entanto, os fabricantes optam por utilizar o glifosato na forma de sais de amônio, dimetil 

amônio, potássio, isopropilamina ou trimesium, por apresentarem uma solubilidade em água 

muito maior (Székács & Darvas, 2012). O Roundup® apresenta o glifosato na forma de sal de 

isopropilamina e, por essa razão, a concentração de glifosato expressa na bula do produto é 

referido em termos de ácido equivalente. 

As formulações comerciais de glifosato apresentam também diversos surfactantes não 

iônicos que atuam como facilitadores na absorção do glifosato pela planta (Hazen, 2000) e, 

assim como todos os adjuvantes presentes em formulações comerciais, são considerados 

inertes.  Entretanto, o surfactante polioxietileno amina (POEA) é apontado como responsável 

pelo aumento da toxicidade da formulação comercial quando comparada com o glifosato puro 

(Powell et al., 1991; Giesy et al., 2000; Tsui & Chu, 2003; Székács & Béla Darvas, 2012; 

Battaglin et al., 2014). Em decorrência dessa discrepância entre formulação comercial e 

ingrediente ativo, em 1996, a empresa Monsanto foi obrigada pela justiça americana a retirar 

de seus anúncios os termos “environmentally friendly” e “biodegradable” (Székács & Darvas, 

2012). No entanto, a persistência do POEA em ambientes aquáticos é pouco estudada, pois a 

metodologia para quantificar esse surfactante ainda está em processo de consolidação, embora 

estudos recentes tenham demonstrado que a meia vida do POEA na coluna d'água seja baixa 

(13 – 18h - Wang et al., 2005; 3,2 – 5,3h - Rodriguez-Gil et al., 2017). 

A preocupação com os efeitos nocivos de herbicidas a base de glifosato em vertebrados 

tem crescido nos últimos anos, uma vez que em trabalhos recentemente publicados há relatos 

de que o glifosato pode desencadear efeitos teratogênicos (Paganelli et al., 2010) e induzir o 

estresse oxidativo (El-Shenawy, 2009; Astiz et al., 2012). Em 2015, a Agência Internacional de 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300483X14000493#bib0080
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300483X14000493#bib0015
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Pesquisa sobre o Câncer classificou o glifosato como provável carcinogênico para os seres 

humanos (IARC, 2015), embora a agência europeia "European Food Safety Authority", após a 

reavaliação do glifosato, tenha concluído que é improvável que o glifosato seja carcinogênico 

(EFSA, 2015). 

O processo de degradação do glifosato é mediado predominantemente por bactérias 

(Giesy et al., 2000), que dependendo da espécie envolvida, pode ocorrer via desfosforilação ou 

descarboxilação.  Na via de desfosforilação, o metabólito intermediário gerado é a glicina, já 

na via de descarboxilação, o metabólito intermediário é o ácido aminometilfosfônico (AMPA), 

sendo esta via a mais comum. (Giesy et al., 2000, Székács & Darvas, 2012). 

O tempo de degradação do AMPA, que resulta na formação de água, dióxido de carbono 

e fosfato inorgânico, tende a ser superior ao tempo de degradação do glifosato em AMPA, o 

que explica o fato do AMPA ser detectado no ambiente com maior frequência em relação ao 

glifosato (Székács & Darvas, 2012; Battaglin et al., 2014; Poiger et al., 2017). De fato, a 

presença do AMPA em ambientes aquáticos próximos a áreas agricultáveis pode indicar um 

evento de contaminação por glifosato (Battaglin et al., 2005), no entanto, o AMPA pode ser 

gerado também a partir da degradação de detergentes oriundos de resíduos industriais e 

domésticos (Jaworska et al., 2002). Embora seja pouco estudado, o AMPA também é 

considerado um herbicida, tendo seus próprios efeitos inibitórios sobre a síntese de clorofila, 

ampliado assim os efeitos indiretos do glifosato (Gomes et al., 2014). 

O glifosato tem uma alta capacidade de sorção, podendo se ligar no solo com cátions 

(p.ex., Al3+ e Fe3+) através de ligações covalente ou com substâncias húmicas pela formação de 

pontes de hidrogênio (Yamada & Castro, 2007). No entanto, a adsorção do glifosato no solo 

depende também do pH, cujo aumento determina uma menor adsorção do herbicida, e da 

concentração de fosfato, que compete com o glifosato pelos mesmos sítios de ligação (Yamada 

& Castro, 2007; Székács & Darvas, 2012; Nguyen et al., 2016). Quando o glifosato se encontra 

adsorvido no solo, ele se torna indisponível para as comunidades bacterianas, o que acaba por 

aumentar seu tempo de degradação (Veiga et al., 2001; Yamada & Castro, 2007). Outros fatores 

também afetam o tempo de degradação do glifosato pelas comunidades bacterianas, como 

temperatura, humidade, e a própria composição dessas comunidades em relação a proporção de 

microrganismos capazes de degradá-lo (Székács & Darvas, 2012; Annet et al., 2014; Nguyen 

et al., 2016).   

O glifosato é absorvido através das folhas e tende a ser translocado via simplasto até os 

tecidos meristemáticos da planta (Pérez et al., 2011). Sua ação reside na via metabólica da 

síntese de aminoácidos aromáticos por meio de inibição competitiva com a enzima EPSPs (5-
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enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintase), presente em plantas, fungos e bactérias, bloqueando a 

síntese dos aminoácidos aromáticos fenilalanina, tirosina e triptofano, e causando acúmulo de 

ácido chiquímico e de ácidos hidroxibenzóicos nas plantas (Devine et al., 1993; de María et al., 

2006; Forlani et al., 2008; Sáenz & Di Marzio, 2009) (Fig. 1). A interrupção dessa via 

metabólica acaba por inibir a produção de importantes metabólicos secundários como a 

vitamina K, tetrahidrofolato, ubiquinona, antocianinas, lignina, compostos fenólicos, e 

fitoalexinas responsáveis pela proteção da planta a infecções (Yamada & Castro, 2007; Gomes 

et al., 2014). Os efeitos do glifosato tornam-se visíveis nas plantas através dos primeiros 

quadros de clorose, que evoluem para a necrose, podendo ocorrer também deformidade nas 

folhas e nas raízes (Henry et al., 2007; Pérez et al., 2011). 

Uma série de efeitos secundários desencadeados pelo glifosato tem sido reportado em 

muitos trabalhos (Yamada & Castro, 2007; Zobiole et al., 2012; Serra et al. 2013; Gomes et al., 

2014). Por se acumular em tecidos com alta atividade metabólica, o glifosato pode causar a 

inibição da biossíntese do ácido indolilacético e interferir no crescimento da planta (Yamada & 

Castro, 2007; Gomes et al., 2014). Até mesmo a formação de nódulos em leguminosas pode 

ser afetada em decorrência das alterações metabólicas geradas pelo glifosato (de María et al., 

2006; Gomes et al., 2014). O glifosato pode ainda se ligar a cátions como Ca+2, Fe+3 e Mn+2 

graças a sua alta capacidade de sorção, o que, consequentemente, acarreta na inibição dos 

processos de translocação desses nutrientes (Su et al. 2009; Zobiole et al., 2012); causar o 

aumento do estresse oxidativo em decorrência da inibição da síntese de aminoácidos aromáticos 

(Serra et al. 2013; Gomes et al., 2014); e reduzir a formação de microtúbulos, retardando a 

divisão celular, levando a núcleos com aparência lobada e causando malformações nos 

cloroplastos (Campbell et al., 1976; Vaughn & Duke, 1986). 

Dentre os efeitos produzidos pelo glifosato, certamente, um dos mais relevantes se 

relaciona com o processo fotossintético. Na fotossíntese, este herbicida tende a reduzir a taxa 

fotossintética das plantas por gerar um desvio de carbono para a síntese do chiquimato. Após a 

inibição da enzima EPSPs, o arogenato, inibidor alostérico da enzima 3-deoxi-D-arabino-

heptulosonato-7-fosfato sintase (DAHPs), deixa de ser produzido, gerando uma constante 

utilização de eritrose-4-fosfato nesta via metabólica e, consequentemente, deixando de atuar na 

regeneração da ribulose-1,5-bifosfato no ciclo de Calvin (Geiger et al., 1986; 1987; Shieh et 

al., 1991) (Fig. 1). Adicionalmente, a interrupção da síntese do chiquimato reduz a síntese de 

proteínas associadas ao fotossitema II (PSII), causando uma redução na taxa de transporte de 

elétrons, na eficiência efetiva do PSII, na concentração de NADP (nicotinamida adenina 

dinucleotídeo) e NADPH (fosfato de dinucleotídeo de adenina e nicotinamida) e aumento da 
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dissipação de energia não fotoquímica (Vivancos et al., 2011; Yanniccari et al., 2012) (Fig. 1). 

Outros efeitos indiretos do glifosato na fotossíntese correspondem a inibição da síntese de 

diversos compostos como carotenoides, clorofila, ácidos graxos e aminoácidos (Yamada & 

Castro, 2007; Vera et al., 2014; Gomes et al., 2014; 2017). 

Em relação a redução na concentração de clorofila gerada pelo glifosato, este herbicida 

pode atuar de forma direta na degradação da clorofila em feofitina através da formação de 

espécies reativas de oxigênio (Gomes et al., 2017), ou atuar de forma indireta através da 

formação de AMPA, que é o responsável pela inibição da síntese do ácido 5-aminolevulínico 

(ALA), um precursor da biossíntese da clorofila (Siqueira et al., 1999; Reddy et al., 2014; 

Gomes et al., 2014; 2017).  

O grande aumento na utilização do glifosato durante os últimos anos, impulsionado pela 

introdução de culturas tolerantes ao glifosato e também pela queda da patente no ano 2000, 

gerou uma pressão seletiva sobre as plantas daninhas ocasionando a seleção de biótipos 

resistentes ao herbicida (Christoffoleti, 2001; Duke & Powles, 2008; Christoffoleti & Nicolai, 

2016). Desde o primeiro caso de resistência ao glifosato registrado em 1996 para Lolium 

rigidum na Austrália (Pratley et al., 1999; Pérez et al., 2011), o número de plantas resistentes 

vem crescendo a cada ano (Pérez et al., 2011; Christoffoleti & Nicolai, 2016). Atualmente, 

existem cerca de 279 biótipos resistentes ao glifosato, dos quais 12 estão presentes no Brasil 

(Heap, 2017). 

Os mecanismos que conferem resistência ao glifosato podem estar relacionado com a 

modificação estrutural da enzima EPSPs, com o translocamento do herbicida na planta e com 

o aumento da produção da enzima EPSPs (Gaines et al., 2010; Powles & Yu, 2010; Price & 

Kelton, 2011; Christoffoleti & Nicolai, 2016).  

A enzima EPSPs pode sofrer mutações que afetam o sítio de ligação com o glifosato, 

reduzindo sua afinidade com o herbicida (Christoffoleti & Nicolai, 2016). Caso a mutação não 

inviabilize o bom funcionamento da enzima, o biótipo resistente pode sobreviver a uma 

concentração de herbicida até cinco vezes maior que a concentração necessária para matar o 

biótipo suscetível (Baerson et al.,2002). Já o aumento da produção de enzima EPSPs, 

relacionado com a superexpressão gênica também pode conferir aspectos de resistência ao 

glifosato à planta (Gaines et al., 2010), embora o nível de resistência seja relativamente baixo 

(Vencill et al., 2011). Em relação ao translocamento do herbicida dentro da planta, já foram 

reportadas mudanças do padrão observado em biótipos resistentes quando comparados a 

biótipos suscetíveis. Em um estudo com Lolium rigidum, verificou-se que os biótipos 

suscetíveis tendem a apresentarem uma maior concentração de glifosato nos tecidos das raízes, 
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enquanto que os biótipos resistentes mantinham o glifosato nas pontas das folhas (Lorraine-

Colwill et al., 2002). Outra forma de resistência relacionada ao translocamento diferenciado do 

herbicida em biótipos resistentes consiste no acúmulo de glifosato dentro do vacúolo das 

células, impedindo que o mesmo atinja seu local de ação (Ge et al., 2010; Vencill et al., 2011).    

 Em decorrência do número crescente de biótipos resistentes no Brasil e no mundo, a 

utilização de herbicidas a base de glifosato deve ser cada vez mais racionalizada dentro de 

sistema de manejo de modo a prevenir o surgimento de novos biótipos (Christoffoleti & López-

Ovejero, 2008; Christoffoleti & Nicolai, 2016). Estas medidas preventivas visam a redução da 

pressão de seletiva sobre as plantas daninhas, através da rotação de cultura, rotação de 

herbicidas e da utilização conjunta de herbicidas de mecanismos de ação distintos 

(Christoffoleti & Nicolai, 2016). Em regra, quando as plantas daninhas resistentes ao glifosato 

estão presentes nas áreas de cultivo, a aplicação conjunta de glifosato com outro herbicida de 

mecanismo de ação distinto é uma das medidas mais empregadas por produtores rurais 

(Christoffoleti & López-Ovejero, 2008; Christoffoleti & Nicolai, 2016).  

Entre os herbicidas que podem ser usados em conjunto com o glifosato, existem os 

mimetizadores de auxinas, como o herbicida ácido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) que pode 

ser utilizado em mistura com o glifosato em aplicações de dessecação no período de pré-plantio 

(Moreira et al. 2007; Takano et al., 2013). O 2,4-D, por conta deste tipo de manejo, é o segundo 

herbicida mais vendido no Brasil (IBAMA, 2016). O 2,4-D é utilizado em dicotiledôneas, 

gerando inicialmente anomalias de crescimento e aumento na concentração de clorofila, 

culminando em danos aos cloroplastos e alterações no processo de respiração e fotossíntese 

pela formação de espécies reativas de oxigênio (Christoffoleti & López-Ovejero, 2008; 

Grossmann, 2010). 

Formulações comerciais contendo o glifosato como princípio ativo são consideradas 

"ambientalmente seguras", porque o glifosato é fortemente adsorvido pelo solo e rapidamente 

degradado por microrganismos, o que supostamente evitaria que o mesmo fosse absorvido por 

plantas não-alvo ou escoado para águas subterrâneas e superficiais (Giesy et al., 2000; Solomon 

& Thompson, 2003). No entanto, condições naturais inadequadas para a aplicação do herbicida, 

como precipitações ocorrendo poucos dias após o manejo e/ou fortes rajadas de vento capazes 

de levar o herbicida pulverizado até os ambientes aquáticos adjacentes, ou mesmo falhas 

humanas durante a aplicação podem gerar reduções no número de espécies e influenciar os 

padrões de fluxo de energia e a ciclagem de nutrientes desses ecossistemas (Blasioli et al., 2011; 

Pérez et al., 2011; Battaglin et al., 2014; Magbanua et al., 2016).  
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Não são apenas os ambientes aquáticos adjacentes a áreas agrícolas que estão suscetíveis 

aos eventos de contaminação por herbicidas a base de glifosato. Este herbicida também é muito 

utilizado no manejo de gramados e jardins (Battaglin et al., 2014; Annet et al., 2016; Poiger et 

al., 2017), podendo ser encontrado em concentrações semelhantes aos reportados para os 

riachos em áreas agrícolas (Mahler et al., 2017).  

A concentração de glifosato na água permitida por lei varia de acordo com o país em 

questão. Os EUA limitam a concentração de glifosato na água a 0,7 mg L-1 (United States 

Environmental Protection Agency, 2009), enquanto que a Comunidade Econômica Europeia 

estabelece a concentração máxima isolada em 0,0001 mg L-1 e a concentração máxima da 

mistura de agrotóxicos em 0,0005 mg L-1 (European Union, 1998). No Brasil, o limite de 

concentração de glifosato na água, estabelecido pela resolução n°357/05 do Conselho Nacional 

do Meio Ambiente, para as categorias de água doce nas classes I e II (destinadas ao consumo 

humano) corresponde a 0,065 mg L-1e para água doce na classe III (destinada a irrigação e ao 

consumo animal) 0,28 mg L-1 (CONAMA, 2005). Por sua vez, o Ministério da Saúde, na 

portaria nº 2914 publicada em 2011, estabelece para o padrão de potabilidade da água o valor 

máximo permitido de 0,5 mg L-1 de glifosato e AMPA em conjunto (Ministério da Saúde, 2011).  

Os surfactantes presentes em herbicidas à base de glifosato (p.ex., POEA) não são 

indicados para aplicações em ambientes aquáticos, por isso formulações comerciais sem a 

presença de surfactantes (p.ex., Rodeo®) são utilizados na Europa, nos EUA e no Canadá (Annet 

et al., 2014; Rodriguez-Gil et al., 2017). Mas a partir da Resolução CONAMA nº 467 (2015) 

pulicada em 17 de julho de 2015, que “dispõe sobre critérios para a autorização de uso de 

produtos ou de agentes de processos físicos, químicos ou biológicos para o controle de 

organismos ou contaminantes em corpos hídricos superficiais e dá outras providências”, a 

utilização de formulações comerciais a base de glifosato (e de qualquer outro herbicida) torna-

se possível, ainda que esta formulação comercial contenha surfactantes (Pompêo, 2017). Além 

disso, esta resolução não prioriza o controle adequado das fontes poluentes que chegam até os 

corpos d’água (p.ex., resíduos industriais ou esgoto doméstico) onde ocorre o crescimento 

excessivo dos organismos indesejados e nem define quais organismos podem ser controlados 

(p.ex., nativos ou invasores) (Pompêo, 2017).      

Alguns estudos que avaliaram o efeito do glifosato grau técnico (princípio ativo) e/ou 

da mistura entre o glifosato e surfactantes (formulação comercial) sobre os produtores primários 

de ambientes aquáticos são encontrados na literatura. Por exemplo, já foram reportados efeitos 

do glifosato sobre a composição de pigmentos fotossintetizantes (Pérez et al., 2007; Issa et al., 

2013; Vera et al., 2014) e sobre a taxa fotossintética em microalgas de ambientes lóticos (Sáenz 
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& Di Marzio, 2009). Há ainda estudos que demonstraram que, mesmo em concentrações baixas, 

herbicidas podem afetar o crescimento do microalgas em ambientes lênticos (Boutin et al., 

2000), e de macroalgas marinhas. (Kittle III & McDermid, 2016). Para as macrófitas, há 

registros de um amplo intervalo de sensibilidade quando se considera diferentes organismos 

(Peterson et al., 1994; Michel et al., 2004). Sobrero et al. (2007) constataram uma redução na 

taxa de crescimento da macrófita Lemna gibba quando exposta a uma concentração de 1 mg L-

1 de glifosato. Já em briófitas, um estudo de longa duração constatou uma forte redução na 

abundância e riqueza de espécies sob efeito de altas concentrações de glifosato no meio 

(Newmaster et al., 1999). Além disso, os autores verificaram que o efeito do herbicida sob estas 

comunidades é duradouro, uma vez que o início da recuperação das condições encontradas na 

comunidade antes da sua aplicação ocorreu apenas quatro anos após o término do experimento. 

Em relação às algas bentônicas dulciaquícolas, foram realizados trabalhos 

majoritariamente envolvendo microalgas perifíticas, e o resultado destes estudos sugerem que 

diferentes respostas ao glifosato são observadas dependendo do filo algal analisado. Assim, o 

efeito do glifosato pode, por exemplo, ser negativo para a comunidade perifítica, afetando 

significativamente a composição original destas comunidades ao reduzir o percentual de 

cobertura das diatomáceas nele presente (Forlani et al., 2008; Vera et al., 2010). Em um outro 

estudo realizado em mesocosmos para verificar os efeitos do Glifosato Atanor® sobre a 

comunidade perifítica, constatou-se o favorecimento do crescimento de algas verdes 

filamentosas dos gêneros Oedogonium e Mougeotia e, principalmente, de cianobactérias (Vera 

et al., 2012).  

De fato, há diversos estudos que evidenciam a capacidade de tolerância das 

cianobactérias ao glifosato (Powell et al., 1991; Forlani et al., 2008; 2015). Estas algas podem 

apresentar mecanismos de defesa que incluem: baixa permeabilidade das células ao glifosato; 

reconhecimento do glifosato como um substrato por parte de algumas enzimas hidrolíticas, 

ainda que de forma pouco eficiente, e a presença da forma monomérica da enzima EPSPs em 

algumas espécies, que se mostra mais tolerante em relação à forma homodimérica (Forlani et 

al., 2008; 2015). Do mesmo modo, a alga verde Scenedesmus vacuolatus teve o seu crescimento 

estimulado quando submetida a baixas concentrações de glifosato (Daouk et al., 2013). 

Provavelmente, esse aumento na taxa de crescimento está relacionado ao aumento da 

concentração de fósforo gerado no processo de degradação do herbicida (Forlani et al., 2008; 

Daouk et al., 2013). A esse efeito estimulador de crescimento proporcionado por baixas 

concentrações de herbicidas é atribuído o termo hormese (Cedergreen et al., 2007; Sáenz & Di 

Marzio, 2009; Belz & Duke, 2014). 
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Para o grupo das macroalgas de ambientes lóticos, existe uma grande excasses de 

estudos que avaliem o impacto do glifosato nestes produtores primários. Contudo, um estudo 

publicado recentemente sobre a avaliação da resposta fotossintética da macroalga verde Nitella 

microcarpa var. wrightii H. Groves & J. Groves submetida a herbicidas a base de glifosato 

mostrou que sua produtividade pode sofrer variações ao longo do tempo em decorrência de um 

evento de contaminação ambiental por glifosato (Oliveira et al., 2016). Este efeito na 

produtividade mostra-se preocupante, uma vez que, as macroalgas verdes, tendem a formarem 

as comunidades mais dominantes e mais diversas, principalmente em ambientes com alta 

irradiância (Necchi, 2004; Oliveira et al., 2013; Peres et al., 2017). Em decorrência dessa alta 

representatividade, estes produtores primários desempenham um papel fundamental na 

manutenção da cadeia trófica dos ambientes lóticos, e qualquer efeito negativo na produtividade 

dessas macroalgas pode ser desastroso para a manutenção desses ecossistemas (Sheath & 

Burkholder 1985, Stevenson, 1996; Okada & Watanabe, 2002).  

Justificativa e Objetivos 

Considerando (i) o risco já relatado em diversos estudos que mostram que o glifosato 

não é totalmente adsorvido pelo solo e pode alcançar os ambientes aquáticos (Legris & Couture, 

1989; Newton et al., 1994; Couture et al., 1995;  Battaglin et al., 2005; 2014), (ii) o potencial 

risco da presença de AMPA nesses ambientes e (iii) a tendência no aumento da utilização da 

mistura entre glifosato e outros herbicidas de diferentes mecanismos de ação (Christoffoleti & 

López-Ovejero 2008; Takano et al., 2013; Christoffoleti & Nicolai, 2016), estudos que avaliem 

o efeito tóxico potencial do glifosato, sobre as macroalgas lóticas, especialmente as verdes, 

tornam-se extremamente relevantes para a compreensão da dinâmica ecológica destas 

comunidades em particular e dos ecossistemas lóticos como um todo. Em adição, investigações 

dessa natureza podem viabilizar a utilização desses organismos no biomonitoramento de 

ambientes aquáticos impactados.  

Assim, este trabalho teve por objetivos: i) avaliar o impacto do glifosato grau técnico, 

da formulação comercial Roundup®, e do AMPA sobre as macroalgas verdes de ambientes 

lóticos (Nitella microcarpa var. wrightii H. Groves & J. Groves, Oedogonium sp., Nitella 

subglomerata A. Braun, Spirogyra sp., e Desmidium grevillei (Kützing ex Ralfs) De Bary) (Fig. 2) por 

meio do monitoramento de dados da produtividade primária (taxa fotossintética líquida e 

respiração no escuro), de determinados parâmetros oriundos da fluorescência da clorofila a ( 

rendimento quântico efetivo do PSII - ΦPSII, “quenching” fotoquímico - qP, dissipação de calor 

no complexo antena do PSII - D, e dissipação de calor pelo centro de reação do PSII - E) e da 
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concentração de clorofila a; ii) comparar os dados mensurados para cada espécie de forma a 

identificar padrões de respostas, caso existam; iii) analisar os efeitos do uso combinado dos 

herbicidas Roundup® (glifosato) e Bratt® (2,4-D), uma vez que a administração conjunta de 

herbicidas de diferentes mecanismos de ação tende a aumentar na agricultura; iv) avaliar o uso 

potencial destas macroalgas verdes como organismos bioindicadores para a contaminação 

ambiental pelos herbicidas testados. 

As seguintes hipóteses iniciais foram formuladas: i) as respostas experimentais tendem 

a ser diretamente relacionadas às doses testadas, sendo que, doses menores devem provocar 

efeitos menos danosos nas respostas fotossintéticas das macroalgas do que doses maiores; ii) a 

aplicação de herbicidas combinados (ou seja, Roundup® e Bratt®) tende a produzir maiores 

efeitos danosos sobre as respostas fotossintéticas das macroalgas verdes investigadas e iii) o 

aumento do tempo de exposição das macroalgas aos herbicidas, assim como as doses testadas, 

deve gerar o aumento da magnitude dos efeitos inibitórios na resposta fotossintética. 
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Figura 1. Representação do mecanismo de ação do glifosato. Em verde estão os compostos 

que, ao serem afetados pela interrupção do glifosato na via metabólica do chiquimato, geram 

efeitos na fotossíntese (ver Introdução Geral). Adaptado de Christoffoleti & López-Ovejero 

(2008). 
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Figura 2. Macroalgas verdes de ambientes lóticos submetidas à herbicidas a base de glifosato 

utilizadas na avaliação das respostas fotossintéticas. 
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Resumo 

Em meio ao crescente uso de herbicidas a base de glifosato, a suscetibilidade dos ambientes 

aquáticos aos eventos de contaminação tornam-se preocupantes, principalmente quando estes 

herbicidas afetam processos fisiológicos importantes como a fotossíntese, que acaba por 

prejudicar não apenas os produtores primários, mas também toda a cadeia trófica desses 

ecossistemas. Considerando os eventos de contaminação de herbicidas a base de glifosato e a 

importância estrutural e funcional das macroalgas verdes para os ambientes lóticos tropicias de 

baixas e médias ordens, este trabalho avaliou as respostas fotossintéticas de quatro macroalgas 

verdes (Nitella subglomerata, Oedogonium sp., Spirogyra sp., e Desmidium grevillei), através 

do método de evolução do oxigênio dissolvido (frascos claros e escuros), da fluorescência da 

clorofila a e da concentração de clorofila a, quando expostas a herbicidas a base de glifosato. 

Foram utilizadas três concentrações (0,28, 3,5 e 6 mg L-1) para o glifosato (grau técnico) e 

Roundup®, e uma (0,03 mg L-1) para o seu principal produto de degradação (AMPA). As 

respostas fotossintéticas da macroalgas investigadas foram analisadas após um e sete dias de 

exposição. Os resultados mostraram que as respostas foram táxon-específicas, portanto, 

variáveis entre as macroalgas analisadas. Porém, em regra, o Roundup® foi o herbicida que 

mais afetou negativamente as respostas fotossintéticas das macroalgas testadas, gerando danos 

ao aparato fotossintético, provocando reduções na taxa de fotossíntese líquida, e na 

concentração de clorofila a. O glifosato grau técnico e o AMPA também causaram efeitos 

inibitórios significativos para a resposta fotossintética, ainda que em uma escala menor quando 

comparado ao Roundup®. Destaca-se que dentre as macroalgas analisadas, Spirogyra sp. foi 

aquela que tendeu a ser a mais prejudicada frente a eventos de contaminação da água por 

glifosato. A partir destes resultados, é possível inferir que a presença de herbicidas a base de 

glifosato na água de riachos tropiciais de baixas e médias ordens pode produzir alterações na 

composição e/ou na estrutura das comunidades destes produtores primários, e, por 

consequência do efeito cascata, afetar a dinâmica estrutual e funcional destes ecossistemas. 

 

Palavras-chave:   glifosato, AMPA, Roundup®, fotossíntese, macroalgas verdes.
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Introdução 

A alta demanda por alimento, juntamente com os avanços nas pesquisas em transgenia, 

fez do glifosato, N-(fosfonometil) glicina, um dos herbicidas mais utilizados no mundo (Annett 

et al., 2014; Battaglin et al., 2014; Poiger et al., 2017). Paralelamente, a preocupação com os 

eventos de contaminação do glifosato também tem crescido, uma vez que, condições ambientais 

adversas para o manejo (p.ex., chuvas e rajadas de vento no momento ou logo após à aplicação) 

podem levar este herbicida para os ambientes aquáticos adjacentes a áreas agrícolas, reduzindo 

o número de espécies e influenciando nos padrões de fluxo de energia e na ciclagem de 

nutrientes desses ecossistemas (Pérez et al., 2011; Battaglin et al., 2014; Magbanua et al., 

2016).  

Este problema mostra-se ainda mais sério ao se considerar o uso doméstico em 

gramados e jardins de herbicidas à base de glifosato (Hanke et al., 2010; Annet et al., 2014). 

Um estudo recente com riachos inseridos em áreas urbanas e agrícolas da região meio oeste dos 

EUA mostrou que o glifosato tem sido encontrado com frequência em ambientes aquáticos 

localizados em áreas urbanas, apresentando, inclusive, concentrações semelhantes aos 

reportados para os riachos em áreas agrícolas (Mahler et al., 2017). De fato, existe uma série 

de estudos que detectaram, em ambientes aquáticos, a presença do glifosato, em maior ou menor 

concentração, nos EUA (1,24 mg L-1- Newton et al., 1994; 0,07 mg L-1- Battaglin et al., 2014); 

no Canadá (2,8 mg L-1 - Legris & Couture, 1989; 1,1 e 1,5 mg L-1- Feng et al., 1990; 1,54 mg 

L-1- Couture et al., 1995); na Argentina (0,7 mg L-1 - Peruzzo et al., 2008); e no Brasil (0,1 mg 

L-1 – Silva et al., 2003). No caso mais grave, um estudo desenvolvido nos EUA reportou a 

concentração de 5,2 mg L-1 de glifosato em águas de escoamento da chuva após um dia de 

aplicação no campo (Edwards et al., 1980).  

Em relação ao principal produto de degradação do glifosato, o ácido 

aminometilfosfônico (AMPA), as concentrações encontradas em águas superficiais variam 

pronunciadamente. Em um levantamento bibliográfico feito por Villeneuve et al. (2011) os 

autores reportaram uma variação de 0,00004 a 0,066 mg L-1 para coletas realizadas no Canadá; 

0,00002 a 0,041 mg L-1 nos EUA e de 0,0021 a 0,0481 mg L-1 na França. Outros estudos 

também, reportaram uma ampla variação da concentração de AMPA em águas superficiais, tais 

como: Coupe et al., 2012 - entre 0,00007 e 0,43 mg L-1; Battaglin et al., 2014 - entre 0,002 e 

0,028 mg L-1 e Poiger et al., 2017 - entre 0,0021 e 0,0026 mg L-1. 

Do ponto de vista da legislação ambiental no Brasil, percebe-se que não existe um 

consenso entre as agências regulatórias sobre a concentração máxima de glifosato permitida na 

água. O limite de concentração de glifosato, estabelecido pela resolução n°357/05 do Conselho 
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Nacional do Meio Ambiente, para as categorias de água doce de classes I e II (destinadas ao 

consumo humano) corresponde a 0,065 mg L-1 e para água doce de classe III (destinada a 

irrigação e ao consumo animal) a 0,28 mg L-1 (CONAMA, 2005). Por sua vez, o Ministério da 

Saúde, na portaria nº 2914 publicada em 2011, estabelece que para o padrão de potabilidade da 

água o valor máximo permitido é de 0,5 mg L-1 de glifosato e AMPA, em conjunto (Ministério 

da Saúde (BR), 2011).  

O principal mecanismo de ação do glifosato consiste na inibição competitiva da enzima 

EPSPs (5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintase) que integra a via metabólica responsável 

pela síntese de aminoácidos aromáticos (Devine et al., 1993; Forlani et al., 2008; Sáenz & Di 

Marzio, 2009). A interrupção na atividade da enzima EPSPs provocada pelo glifosato gera 

também efeitos indiretos na fotossíntese através da redução na concentração de carotenoides, 

clorofila a e ácidos graxos (Yamada & Castro, 2007; Zobiole et al., 2012; Gomes et al., 2014; 

2017). Outros efeitos do glifosato na fotossíntese residem no dreno de carbono do ciclo de 

Calvin, através do consumo constante de eritrose-4-fosfato na via metabólica dos aminoácidos 

aromáticos (Geiger et al., 1986; 1987; Shieh et al., 1991; Yamada & Castro, 2007), e na redução 

da produção de proteínas que compõe estruturalmente os centros de reação do fotossistema II 

(PSII) (Vivancos et al., 2011; Yanniccari et al., 2012). Adicionalmente, estudos que abordam 

os efeitos fisiológicos do AMPA, ainda que escassos, têm demonstrado que este herbicida pode 

inibir a produção de clorofila a agindo de modo distinto em relação ao glifosato, uma vez que 

este composto proporciona a degradação do pigmento pela produção de espécies reativas de 

oxigênio (Reddy et al., 2004; Gomes et al., 2014; 2016). 

 As consequências dos efeitos fisiológicos do glifosato descritos acima tendem a 

impactar as comunidades de produtores primários em ambiente aquáticos, como apontam 

estudos que atestaram, por exemplo, mudanças na composição das comunidades perifíticas e 

fitoplanctônicas (Boutin et al., 2000; Pérez et al., 2007; Vera et al., 2014; Pizarro et al., 2016). 

 As macroalgas verdes, que comumente formam as comunidades mais diversas, 

principalmente em ambientes com alta irradiância (Necchi, 2004; Oliveira et al., 2013; Peres et 

al., 2017), representam uma parcela importante de produtores primários em ambientes lóticos, 

por fornecerem alimento e habitat para invertebrados aquáticos (Sheath & Burkholder 1985, 

Stevenson, 1996; Okada & Watanabe, 2002). Além de sua importância ecológica, as 

macroalgas verdes têm o potencial uso na biorremedição em estações de tratamento de esgoto 

e na produção de biocombustíveis (Ge et al., 2017). Ainda que as macroalgas verdes sejam tão 

importantes ecologicamente, estudos sobre o efeito de herbicidas a base de glifosato nesses 

organismos são escassos. Em um estudo recentemente desenvolvido com a espécie Nitella 
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microcarpa var. wrightii H. Groves & J. Groves mostrou-se que o tempo de exposição e a forma 

como o glifosato se encontra no ambiente (puro, combinado com o surfactante, ou degradado 

em AMPA) podem afetar significativamente a produtividade dessa macroalga (Oliveira et al., 

2016). 

Assim, considerando a possibilidade concreta de que herbicidas a base de glifosato 

possam afetar significativamente as macroalgas verdes lóticas tropicais, este trabalho foi 

conduzido como o objetivo de avaliar os efeitos do glifosato grau técnico, da formulação 

comercial (Roundup®) e do seu principal produto de degradação (AMPA) sobre a resposta 

fotossintética de espécies de macroalgas verdes que ocorrem, tipicamente, em ambientes lóticos 

tropicias de baixas ordens. A partir dos resultados observados para a espécie Nitella microcarpa 

var. wrightii (Oliveira et al., 2016), espera-se que: i) a magnitude dos efeitos inibitórios gerados 

pelos herbicidas seja proporcional ao aumento da concentração testada; ii) e que o Roundup® 

cause mais efeitos negativos para a resposta fotossintética das macroalgas analisadas em relação 

ao glifosato grau técnico e ao AMPA.  

 

Material e Métodos 

Os espécimes de macroalgas coletados em riachos de baixas ordens (2a e 3a ordens) 

(Tabela 1) foram encaminhadas in vivo para o laboratório onde foram realizadas a limpeza, com 

auxílio de microscópio estereoscópico e pincel de cerdas duras e jatos de água destilada, e a 

pesagem das amostras com peso fresco de 150 ± 10 mg. 

Após a pesagem, realizada com balança analítica (Shimadzu, AUW220D), as amostras 

macroalgais foram transferidas para erlenmeyers contendo 100 mL de meio básico de Bold 

(Watanabe, 2005), sem EDTA, para os tratamentos com glifosato grau técnico e AMPA. A 

exclusão do EDTA do meio se deu para evitar que este composto atuasse como um surfactante, 

facilitando a entrada do herbicida através da membrana plasmática, e consequentemente, 

superestimando os resultados deste grupo experimental (Shea & Tupy, 1984).   

As amostras foram mantidas aclimatadas por três dias em estufas tipo B.O.D. (marca 

Nova Ética, modelo 411/FDP355), com fotoperíodo de 12/12 horas e nas mesmas condições de 

temperatura (20 ± 0,5ºC) e irradiância (140 ± 15 μmol.m-2s-1) que foram utilizadas no 

experimento.  

A fim de avaliar a influência da concentração dos herbicidas testados, foram utilizadas 

três concentrações diferentes nos testes envolvendo glifosato grau técnico (pureza ≥ 95 %; 

CAS: 1071-83-6) e Roundup®, a saber: i) 0,28 mg de ingrediente ativo [i.a.]L-1 - representando 

a concentração máxima para águas de classe III, segundo a resolução do Conselho Nacional do 
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Meio Ambiente n°357/05; ii) 3,5 mg i.a.L-1 - representando a concentração recomendada para 

o controle de pragas aquáticas e terrestres (Giesy et al., 2000; Vera et al., 2012) e iii) 6,0 mg 

i.a.L-1 - representando a concentração próxima a maior já encontrada em ambientes aquáticos 

naturais (Edwards et al., 1980). Para os testes envolvendo o AMPA (pureza ≥ 99 %; CAS: 

1066-51-9), foi utilizada somente a concentração de 0,03 mg L-1, que representa o valor médio 

reportado em ambiente lóticos (Villeneuve et al. 2011; Coupe et al., 2012). Adicionalmente, 

foi testado um grupo controle (0 mg L-1) para cada herbicida analisado. 

O delineamento empregado neste experimento seguiu as diretrizes da Organização de 

Cooperação Econômica e Desenvolvimento (OCDE) para o teste de produtos químicos 221 

(OCDE, 2011). Os procedimentos de exposição descritos nestas diretrizes, embora propostos 

para Lemna sp., também têm sido aplicados às macroalgas verdes (Oliveira et al., 2016). Este 

delineamento consiste em um teste semi-estático com análise de resposta no primeiro (T1) e no 

sétimo dia (T7) após a exposição ao herbicida e com a renovação do meio de cultura no terceiro 

e quinto dia para evitar a perda de nutrientes e de ingredientes ativos (Nešković et al., 1996; 

OECD, 2011).  

Os efeitos dos tratamentos experimentais sobre as macroalgas verdes foram mensurados 

pelas variações nas respostas fotossintéticas dos grupos tratados (ou seja, sob exposição aos 

herbicidas testados) em relação ao grupo controle (ou seja, na ausência de exposição aos 

herbicidas testados). As respostas fotossintéticas foram analisadas, concretamente, através de 

parâmetros fotossintéticos obtidos/calculados de cada amostra a partir dos seguintes métodos 

analíticos: i) evolução do oxigênio dissolvindo, com a aplicação da técnica das frascos claros e 

escuros; ii) fluorescência da clorofila a, com auxílio de fluorômetro subaquático e iii) 

concentração de clorofila a, por meio de método espectrofotométrico. 

A evolução do oxigênio dissolvido no meio, obtida através da técnica dos frascos claros 

e escuros (Littler & Arnold, 1985; Thomas, 1988), foi utilizada na determinação das taxas de 

fotossíntese líquida e respiração no escuro das amostras de macroalgas verdes para cada 

tratamento experimental, incluíndo os grupos controle. Os procedimentos adotados para a 

execução deste método seguiram aqueles descritos por Necchi & Zucchi (2001) e Vieira & 

Necchi (2003). Assim, para a análise da fotossíntese líquida, cinco amostras foram colocadas 

em frascos de 110 mL de vidro com 98,5 % de transparência (os chamados frascos claros), 

contendo meio Básico de Bold e, então, mantidas em incubação em condições constantes de 

temperatura (20 ± 0,5°C), irradiância (140 ± 15μmol m-2s-1) e agitação (100 ± 2,5 r.p.m.) pelo 

período de uma hora. Um procedimento semelhante foi utilizado para a análise da respiração 

no escuro, onde três amostras algais foram mantidas em frascos cobertos com papel alumínio 
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em condições de ausência absoluta de iluminação (os chamados frascos escuros). As 

concentrações inicial (ou seja, medida antes do período de incubação) e final do oxigênio 

dissolvido no meio (ou seja, medida após o período de incubação) para cada tratamento em 

cada dia da análise (T1 e T7) foram mensuradas com o uso de um oxímetro de bancada equipado 

com uma sonda com auto-agitação (Yellow Springs Instruments, modelo 5100). 

As medidas de fluorescência da clorofila a, por sua vez, foram realizadas utilizando o 

fluorômetro subaquático Diving-PAM (Walz, Effeltrich, Germany). Após o período de 

aclimatação das amostras de macroalgas verdes ao escuro (30 minutos – Lichtenthaler et al., 

1981; Yannicari et al., 2012), nos dias T1 e T7, cinco réplicas de cada tratamento foram 

submetidas a um teste de "Curva de Indução" (Schreiber et al.,1995), utilizando-se luz actínica 

com intensidade de 285 μmol fótons.m-2.s-1, e pulsos de saturação a cada 15 segundos, com 

duração de 0,8 segundos e intensidade de 2000 μmol fótons.m-2.s-1. Os parâmetros do 

fotossistema II (PSII) mensurados a partir dos dados gerados neste teste foram: rendimento 

quântico efetivo do PSII (ΦPSII) (Genty et al., 1989; Necchi, 2005; Schreiber et al., 1995); 

“quenching” fotoquímico (qP) (Baker & Rosenqvist, 2004); dissipação de calor no complexo 

antena do PSII (D) (Demmig-Adams et al., 1996) e dissipação de calor pelo centro de reação 

do PSII (E) (Demmig-Adams et al., 1996). 

Após a realização das análises de fotossíntese líquida, respiração no escuro e dos 

parâmetros relacionados à fluorescência da clorofila a, as amostras de macroalgas verdes foram 

submetidas às análises de concentração de clorofila a, corrigida da feofitina, por método 

espectrofotométrico (Biospectro modelo SP220). As leituras foram realizadas nos 

comprimentos de onda 665 e 750 nm, utilizando-se acetona 90% para a calibração (branco da 

amostra) (Wetzel & Likens, 2000). 

Os resultados foram submetidos inicialmente a estatística descritiva, ao teste de 

normalidade Ryan-Joiner e ao teste de igualde de variâncias pelo método Levene. Em seguida, 

com o intuito de comparar/agrupar as médias dos parâmetros medidos/calculados para as 

espécies e/ou tratamentos com as diferentes concentrações dos herbicidas glifosato grau técnico 

e Roundup® foi realizada, para os dados paramétricos, a análise de variância de Scott-Knott, 

(Scott & Knott, 1974), utilizando o programa Sisvar (Ferreira, 2000), ou a análise de Kruskal-

Wallis seguido pelo post-hoc de Dunn (Dunn, 1964), para os dados não paramétricos, utilizando 

o software PAST (Hammer et al., 2001). Para os experimentos envolvendo o herbicida AMPA 

a comparação/agrupamento das médias experimentais foi aplicado o teste t de Student para 

amostra não pareadas (dados paramétricos) ou o teste de Mann-Witney (dados não 

paramétricos). Ambos testes estatísticos foram realizado com o uso do software Minitab, versão 
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17 (Ryan et al., 1985). Os efeitos das interações das concentrações experimentais e o tempo de 

exposição sobre as respostas fotossintéticas das macroalgas verdes testadas foram avaliadas 

pela da Análise de Variância Multivariada (MANOVA), com uso do software Minitab, versão 

17 (Ryan et al., 1985). Para a construção dessas análises, as respostas fotossintéticas (ou seja, 

os parâmetros fotossintéticos medidos ou calculados) foram consideradas variáveis 

dependentes, enquanto que o tempo de exposição e as concentrações experimentais como 

covariáveis. Quando os pressupostos de normalidade e de igualdade de variância não foram 

alcançados, as interações entre concentração do herbicida e tempo de exposição foram 

investigadas usando uma Análise Multivariada de Permutação não paramétrica 

(PERMANOVA), com base na distância euclidiana e aplicando-se 9.999 permutações. Esta 

análise foi realizada no software PAST (Hammer et al., 2001). 

 

Resultados 

Respostas fotossintéticas aos tratamentos experimentais utilizando glifosato grau técnico 

Evolução do oxigênio dissolvido 

Os resultados obtidos para as variáveis taxa de fotossíntese líquida e respiração no 

escuro, assim como das análises multivariadas estão apresentados nas Tabelas 2 e 3. 

Todas as diferenças significativas nas taxas de fotossíntese líquida e respiração no 

escuro dos tratamentos em relação ao grupo controle, em T1, foram reportadas nas maiores 

concentrações experimentais (3,5 e 6 mg L-1). Para a taxa de fotossíntese líquida, houve 

aumento dos valores para Oedogonium sp., da ordem de +71,2% na concentração de 3,5 mg.L-

1 e de +77,3% na concentração de 6 mg L-1 (F = 6,8 e p ≤ 0,01). Houve também redução da taxa 

de fotossíntese líquida para Desmidium grevillei, com queda de -66,7% reportada para a 

concentração de 6 mg L-1 (F = 5,3 e p ≤ 0,01) (Tabela 2). 

 Para a respiração no escuro, houve aumentos significativos reportados para 

Oedogonium sp., com incremento de +915,2% na concentração de 6 mg L-1 (F = 6,8 e p ≤ 0,01), 

e também para Nitella subglomerata, com aumento de +174,3% na concentração de 3,5 mg L-

1 e de +124,8% na concentração de 6 mg L-1 (F = 7,7 e p ≤ 0,01) (Tabela 2). 

Em relação as análises após sete dias de exposição ao glifosato (T7), em geral, os 

aumentos anteriormente reportados não se repetiram. Com exceção do Oedogonium sp., que 

manteve o aumento da taxa de respiração na concentração de 6 mg L-1 (+660,7%) (F = 4,7 e p 

≤ 0,05), houve reduções na taxa de fotossíntese líquida para Desmidium grevillei e Spirogyra 

sp. (Tabela 2). D. grevillei registrou uma queda de -20,1% na taxa fotossintética na 

concentração de 3,5 mg L-1 e de -40% na concentração de 6 mg L-1 (F = 9,6 e p ≤ 0,001), 
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enquanto que para Spirogyra sp. houve uma queda ainda mais acentuada nestes valores (-61%) 

na concentração de 0,28 mg L-1, embora, o teste de Mann-Witney tenha mostrado que essa 

queda difere estatisticamente das demais concentrações (3,5 e 6 mg L-1) e não do grupo controle 

(H = 12,5 e p ≤ 0,01) (Tabela 2).  

Na análise de variância multivariada, os efeitos significativos de interação entre o tempo 

de exposição e tratamento foram reportados para a taxa de fotossíntese líquida de Spirogyra sp. 

(F = 6,45 e p ≤ 0,01) e para a taxa de respiração de Nitella subglomerata (F = 4,17 e p ≤ 0,05) 

e de Desmidium grevillei (F = 3,27 e p ≤ 0,05) (Tabela 3). 

 

Clorofila a 

As concentrações de clorofila a nas análises com glifosato, mostrados na Tabela 2, 

apresentam variação significativa nos tratamentos experimentais quando os valores foram 

comparados com o grupo controle principalmente após um dia de exposição ao herbicida. Neste 

sentido, foram observadas reduções nas concentrações de clorofila a, em T1, para Oedogonium 

sp., equivalente a -28,4% para a concentração de 0,28 mg L-1, de -27,7% para a concentração 

de 3,5 mg L-1 e de -36,8% para a concentração de 6 mg L-1 (F = 4,9 e p ≤ 0,01) e para Spirogyra 

sp., com queda de -31% na concentração de 0,28 mg L-1, de -38,2% na concentração de 3,5 mg 

L-1 e de -51,7% na concentração de 6 mg L-1 (F = 4,2 e p ≤ 0,05) (tabela 2). Por outro lado, nas 

concentrações de 3,5 mg L-1 e de 6 mg L-1, as concentrações de clorofila a de Desmidium 

greville registraram maiores valores, com aumento de +131,6% e +78,7% em relação ao grupo 

controle, respectivamente (Tabela 2). 

Nas análises realizadas em T7, houve variações significativas nos valores de clorofila a 

em relação ao grupo controle somente na concentração de 3,5 mg L-1, com aumento de +138,7% 

nas amostras de Nitella subglomerata (F = 5,9 e p ≤ 0,01) e redução de -59,5% nas amostras 

de Desmidium grevillei (F = 5,6 e p ≤ 0,01) (Tabela 2). 

As interações entre tempo de exposição e tratamento foram significativas para 

Oedogonium sp. (F = 5,35 e p ≤ 0,05) e Desmidium grevillei (F = 8,9e p ≤ 0,01) (Tabela 3). 

 

Fluorescência da clorofila a 

Os valores dos parâmetros observados/calculados, assim como o resultado das análises 

de variância estão apresentadas na Tabela 4 e nas Figuras 1 e 2. 

Os resultados experimentais mostraram que os testes realizados com a concentração de 

0,28 mg L-1 apresentaram poucos efeitos significativos para os parâmetros analisados a partir 
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da técnica de fluorescência da clorofila a. Adicionalmente, os poucos efeitos observados o 

foram, principalmente, após um dia de exposição (T1). 

Oedogonium sp. apresentou, em T1, um claro aumento no rendimento fotossintético 

(Fig. 1) para os testes realizados com as concentrações de 3,5 mg L-1 e 6 mg L-1. Para estas 

concentrações, houve redução nos valores do parâmetro que indica a dissipação de calor no 

complexo antena (D) da ordem de -9,8% na concentração de 3,5 mg L-1 e de -12,6% na 

concentração de 6 mg L-1 (F = 9,4 e p ≤ 0,001). Concomitantemente, foi reportado o aumento 

do rendimento quântico efetivo (ΦPSII), da ordem de +84,5% na concentração de 3,5 mg.L-1 e 

+73,6% na concentração de 6 mg L-1 (F = 14,2 e p ≤ 0,001), e do “quenching” fotoquímico 

(qP), da ordem de +62,3% na concentração de 3,5 mg L-1 e de +47,2% na concentração de 6 

mg L-1 (F = 11 e p ≤ 0,001) (Figs. 1 e 2). 

Nitella subglomerata, por sua vez, mostrou, em T1, aumento na dissipação de calor pelo 

centro de reação (E), com variações, em relação ao grupo controle, de +46,1% sob a 

concentração experimental de 0,28 mg L-1, de +47,7% na concentração de 3,5 mg L-1 e de 

+41,5% na concentração de 6 mg L-1 (F = 4,2 e p ≤ 0,05) (Figs. 1). Quanto ao parâmetro (qP), 

N. subglomerata resgistrou uma redução de -52,6% na concentração de 0,28 mg L-1, ao passo 

que nas concentrações de 3,5 mg L-1 e de 6 mg L-1 este parâmetro registrou aumentos da ordem 

de +52,7% e +57,5%, respectivamente (F = 4,2 e p ≤ 0,05) (Fig. 2). Outro parâmetro 

proveniente da fluorescência da clorofila a que, assim como (qP), também registrou aumento 

nos seus valores, em relação ao grupo controle, foi o (ΦPSII), que experimentou variação da 

ordem de +184,6% na concentração de 3,5 mg L-1 e +185,8% na concentração de 6 mg L-1 (F 

= 33,7 e p ≤ 0,001). Para N. subglomerata também foram reportadas reduções nos valores do 

parâmetro (D), da ordem de -16,1% na concentração de 0,28 mg L-1, de -32,8% na concentração 

de 3,5 mg L-1 e de -30,5% na concentração de 6 mg L-1 (F = 11,3 e p ≤ 0,001) (Figs. 1 e 2). 

Em T1, Spirogyra sp. apresentou nas concentrações de 3,5 mg L-1e 6 mg L-1 aumento 

no parâmetro (E), equivalente a +31% em relação ao grupo controle na concentração de 3,5 mg 

L-1 e de +22,1% na concentração de 6 mg L-1 (F = 17,6 e p ≤ 0,001). Registrou-se também uma 

redução nos valores do parâmetro (D), com queda de -26% em relação ao grupo controle na 

concentração de 3,5 mg L-1 e de -24,1% na concentração de 6 mg L-1 (F = 12,9 e p ≤ 0,001). 

Para estas mesmas concentrações, houve aumento do parâmetro (E) de +31% na concentração 

de 3,5 mg L-1 e de +22,1% na concentração de 6 mg L-1 em relação ao controle (F = 17,6 e p ≤ 

0,001) (Fig. 1). 

Os resultados experimentais após sete dias de exposição ao herbicida (T7) para 

Oedogonium sp. e N. subglomerata mostraram baixos valores de dissipação de calor pelo 



49 

 

 

complexo antena (D) e altos valores de energia direcionada para as etapas fotoquímica da 

fotossíntese (ΦPSII e qP). 

De forma similar aos resultados observados em T1, Oedogonium sp. apresentou, em T7, 

aumento do parâmetro (ΦPSII), registrando variação de +73,5% na concentração de 3,5 mg L-1 

e +85,3% na concentração de 6 mg L-1 (F = 21,4 e p ≤ 0,001). Para esta espécie, o (qP) calculado 

para as amostras submetidas à concentração de 3,5 mg L-1 variou em +79,3% o seu valor quando 

comparado ao controle, ao passo que na concentração de 6 mg L-1 o aumento foi de +79,9% (F 

= 7,1 e p ≤ 0,01). As reduções dos valores de (E) ocorreram tanto na concentração de 3,5 mg 

L-1 (-37,4% em relação ao grupo controle) como na de 6 mg L-1 (-35,7%) (F = 4,2 e p ≤ 0,05). 

Do mesmo modo, foram registradas reduções nos valores de (D) na presença dos herbicidas 

quando comparados ao grupo controle: -9,5% na concentração de 0,28 mg L-1; -21,2% na 

concentração de 3,5 mg L-1 e -27,2% na concentração de 6 mg L-1 (F = 29,2 e p ≤ 0,001) (Figs. 

1 e 2).  

Diferentemente dos resultados observados em T1 para Nitella subglomerata, na análise 

após sete dias de exposição ao herbicida (T7) não houve aumento significativo no parâmetro 

(E), mantendo-se apenas os aumentos do parâmetro (ΦPSII) (+276,3% na concentração de 3,5 

mg L-1 e de +330% na concentração de 6 mg L-1) (F = 45,9 e p ≤ 0,001) e do parâmetro (qP) 

(+33% na concentração de 0,28 mg L-1, de +109,5% na concentração de 3,5 mg L-1 e de 

+115,4% na concentração de 6 mg L-1) (F = 103,5 e p ≤ 0,001). A redução do valor do parâmetro 

(D) observada em T1 foi mantida somente nas concentrações de 3,5 mg L-1 (-85,7% em relação 

ao controle) e de 6 mg L-1 (-111%) (F = 12,7 e p ≤ 0,001) (Figs. 1 e 2). 

Para Spirogyra sp., em T7, observou-se somente um aumento nos valores do parâmetro 

(qP), da ordem de +81,5%, na concentração de 0,28 mg L-1 (F = 4,9 e p ≤ 0,01) (Fig. 2). 

Entre os parâmetros analisados pela análise de variância multivariada, destaca-se o 

parâmetro (D) por ter apresentado efeitos significativos do tratamento e/ou interação entre 

tempo de exposição e tratamento em todas as macrolgas analisadas (Tabela 4).   

 

Respostas fotossintéticas aos tratamentos experimentais utilizando a formulação Roundup® 

Evolução do oxigênio dissolvido 

As análises das macroalgas expostas ao Roundup®, apresentados nas Tabelas 5 e 6, 

mostraram, em geral, reduções nas taxas de fotossíntese líquida e respiração no escuro, e um 

alto número de respostas significativas para a interação entre tempo de exposição e tratamento. 

Em T1, Spirogyra sp. apresentou redução da taxa de fotossíntese líquida somente na 

concentração de 6 mg L-1 (-30,9% em relação ao grupo controle) (F = 8,9 e p ≤ 0,01) (Tabela 
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5) ao passo que, Nitella subglomerata e Desmidium grevillei apresentaram reduções em todas 

as concentrações analisadas. Para Nitella subglomerata houve redução da taxa de fotossíntese 

líquida da ordem de -36,7% na concentração de 0,28 mg L-1, de -41,2% na concentração de 3,5 

mg L-1 e -39,9% na concentração de 6 mg L-1 (H = 8,1 e p ≤ 0,05). Para Desmidium grevillei, 

por sua vez, as reduções foram de -54,6% na concentração de 0,28 mg L-1, de -37,9% na 

concentração de 3,5 mg L-1 e de -44,3% na concentração de 6 mg L-1 (F = 11 e p ≤ 0,001) 

(Tabela 5). 

As amostras de Oedogonium sp. apresentaram variações na taxa de respiração, em T1, 

da ordem de -64,1% na concentração experimental de 0,28 mg L-1, -69,3% na concentração de 

3,5 mg L-1, e -71,8% na concentração de 6 mg L-1 (F = 198,9 e p ≤ 0,001) (Tabela 5). 

Em relação as análises realizadas em T7, os efeitos significativos nas taxas de 

fotossíntese líquida e respiração foram ainda mais recorrentes entre as macroalgas.  

Um único caso de aumento da taxa de fotossíntese líquida foi reportado para 

Oedogonium sp. na concentração de 0,28 mg L-1, com aumento de +59,2% (F = 5,1 e p ≤ 0,01). 

Nas espécies Nitella subglomerata e Spirogyra sp. houve reduções da taxa de fotossíntese 

líquida em T7 nas maiores concentrações. Em Nitella subglomerata foi reportada a queda de -

42,2% na concentração de 3,5 mg L-1, e -53% na concentração de 6 mg L-1 (F = 11 e p ≤ 0,001); 

para Spirogyra sp. a queda foi de -47,6% na concentração de 3,5 mg L-1, e -54,3% na 

concentração de 6 mg L-1 (F = 4,2 e p ≤ 0,05) (Tabela 5). 

Novamente, Oedogonium sp. apresentou um resultado distinto das demais macroalgas 

em T7, com aumento da taxa de respiração em +74,4% na concentração de 0,28 mg L-1, 

+241,1% na concentração de 3,5 mg L-1, e +239,9 na concentração de 6 mg L-1 (F = 6,6 e p ≤ 

0,05) (Tabela 5). 

 Nitella subglomerata e Spirogyra sp. mostraram o mesmo padrão de queda na taxa de 

respiração em T7, com reduções em todas as concentrações. Essa redução em Nitella 

subglomerata correspondeu a -74,8% na concentração de 0,28 mg L-1, -73,8% na concentração 

de 3,5 mg L-1, e -77,9% na concentração de 6 mg L-1 (F = 6,4 e p ≤ 0,05). Já Spirogyra sp. 

registrou queda de -60,2% na concentração de 0,28 mg L-1, -66,4% na concentração de 3,5 mg 

L-1, e -56,4% na concentração de 6 mg L-1 (F = 6,4 e p ≤ 0,05) (Tabela 5). 

As análises de Desmidium grevillei também apresentaram uma redução da taxa de 

respiração da ordem de -55,1% na concentração de 0,28 mg L-1, e -35,6% na concentração de 

6 mg L-1 (F = 13,1 e p ≤ 0,01) (Tabela 5). 

As análises de variância multivariada revelaram efeitos significativos de interação entre 

o tempo de exposição e tratamento para a taxa de fotossíntese líquida de Oedogonium sp. (F = 
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6,95 e p ≤ 0,05) e Nitella subglomerata (F = 4,76 e p ≤ 0,05), e para a taxa de respiração de 

Oedogonium sp. (F = 24,31 e p ≤ 0,01), Spirogyra sp. (F = 4,71 e p ≤ 0,05) e Desmidium 

grevillei (F = 3,34 e p ≤ 0,05) (Tabela 6). 

 

Clorofila a 

Os resultados das análises de concentrações de clorofila a das macroalgas verdes 

expostas ao Roundup® estão sumarizados nas Tabelas 5 e 6. 

Spirogyra sp.apresentou variações significativas em T1, com redução de -50,4% para a 

concentração de 3,5 mg L-1, e -53,3% para a concentração de 6 mg L-1 (F = 4,7 e p ≤ 0,01) 

(Tabela 5).  

Para Nitella subglomerata e Spirogyra sp., em T7, houve redução nos valores de 

clorofila a em todas as concentrações. Nitella subglomerata (F = 5,1 e p ≤ 0,01) apresentou 

uma queda de -37,8% para a concentração de 0,28 mg L-1, de -45,9% para a concentração de 

3,5 mg L-1, e de -55,1% para a concentração de 6 mg L-1 (F = 5,1 e p ≤ 0,01). Em Spirogyra sp. 

as reduções foram da ordem de -66,5% para a concentração de 0,28 mg L-1, de -87% para a 

concentração de 3,5 mg L-1, e de -92,6% para a concentração de 6 mg L-1 (F = 21,3 e p ≤ 0,001) 

(Tabela 5). 

Desmidium grevillei também apresentou uma redução dos valores de clorofila a em T7, 

com queda de -53,8% para a concentração de 3,5 mg L-1, e -46% para a concentração de 6 mg 

L-1 (F = 7,9 e p ≤ 0,001) (Tabela 5). 

Os efeitos de interação entre o tempo de exposição e tratamento na concentração de 

clorofila a foram significativos para Spirogyra sp. (F = 6,98 e p ≤ 0,01) e Desmidium grevillei 

(F = 3,7 e p ≤ 0,05) (Tabela 6). 

 

 

Fluorescência da clorofila a 

Os resultados da fluorescência da clorofila a e da análise de variância multivariada para 

a exposição ao Roundup®, apresentados nas Figuras 3 e 4 e na Tabela 7, respectivamente, 

denotam majoritariamente o aumento da dissipação de energia através de calor (revelado pelos 

parâmetros D e E). 

Em T1, Nitella subglomerata apresentou, em todas as concentrações, aumento do 

parâmetro (E) da ordem de +46% na concentração de 0,28 mg L-1, +28,2% na concentração de 

3,5 mg L-1, e +49,3% na concentração de 6 mg L-1 (F = 7,4 e p ≤ 0,01). Em contrapartida, houve 

uma queda no parâmetro (ΦPSII), de -42,6% na concentração de 0,28 mg L-1, -37,9% na 
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concentração de 3,5 mg L-1, e -46,3% na concentração de 6 mg L-1 (F = 7,1 e p ≤ 0,01). De 

forma similar o parâmetro (qP) apresentou uma redução da ordem de -44,1% na concentração 

de 0,28 mg L-1, -35,2% na concentração de 3,5 mg L-1, e -48,3% na concentração de 6 mg L-1 

(F = 7,3 e p ≤ 0,01) (Figs. 3 e 4). 

Desmidium grevillei, em T1, apresentou aumento do parâmetro (E) da ordem de +9,8% 

na concentração experimental de 3,5 mg L-1, e +12,2% na concentração de 6 mg L-1 (F = 3,5 e 

p ≤ 0,05). Por sua vez, Oedogonium sp mostrou uma redução no parâmetro (ΦPSII) da ordem de 

-14,5% para a concentração de 6 mg L-1, (F = 7,1 e p ≤ 0,01) (Fig. 3).    

Nitella subglomerata, em T7, mostrou indícios de aclimatação para a concentração de 

0,28 mg L-1, em que apresentou aumento de +12,5% no parâmetro (D) (F = 4,4 e p ≤ 0,05). As 

concentrações de 3,5 mg L-1 e de 6 mg L-1 mantiveram em T7 o aumento no parâmetro (E), com 

+13,3% na concentração de 3,5 mg L-1, e +27,6% na concentração de 6 mg L-1 (F = 9,5 e p ≤ 

0,01). Para estas concentrações houve também a redução do parâmetro (qP) da ordem de -12,8% 

para a concentração de 3,5 mg L-1, e -23,2% para a concentração de 6 mg L-1 (F = 4,5 e p ≤ 

0,05) (Figs. 3 e 4). 

As amostras de Desmidium grevilllei também mantiveram em T7 do parâmetro (E), com 

aumento de +7,8% na concentração de 3,5 mg L-1, e +10,7% na concentração de 6 mg L-1 (F = 

5,2 e p ≤ 0,01). Entretanto, para a concentração de 3,5 mg L-1, juntamente com a concentração 

de 0,28 mg L-1, houve aumento no parâmetro (ΦPSII) da ordem de +35,9% na concentração de 

0,28 mg L-1, e +26,3% na concentração 3,5 mg L-1 (F = 4,3 e p ≤ 0,05). A mesma tendência foi 

obsevada para o parâmetro (qP), com aumento de +24,7% para a concentração de 0,28 mg L-1, 

e +13,6% para a concentração de 3,5 mg L-1 (F = 6,2 e p ≤ 0,01) (Figs. 3 e 4). 

Na análise de variância multivariada destaca-se a maior sensibilidade de Nitella 

subglomerata ao Roundup®, que apresentou efeitos de interação entre o tempo de exposição e 

tratamento nos parâmetros (qP) (F = 2,77e p ≤ 0,05), (D) (F = 4,14 e p ≤ 0,05), e (E) (F = 4,3 

e p ≤ 0,05), além do efeito significativo do tratamento no parâmetro (ΦPSII) (F = 4,45 e p ≤ 0,01) 

(Tabela 7). 

 

Respostas fotossintéticas aos tratamentos experimentais utilizando o tratamento com AMPA 

Evolução do oxigênio dissolvido  

Os resultados das análises das macroalgas verdes expostas ao AMPA sobre as taxas de 

fotossíntese líquida e respiração no escuro (Tabela 8), assim como as respostas significativas 

encontradas na análise de variância multivariada (Tabela 9), evidenciaram uma maior 

sensibilidade das macroalgas Oedogonium sp. e Spirgyra sp. em relação as demais macroalgas. 
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Somente as macroalgas Oedogonium sp. e Spirgyra sp. apresentaram reduções na taxa 

de fotossíntese líquida. Para Oedogonium sp houve queda de -21% em T1 (t = 2,2 e p ≤ 0,05) 

e de -33,4% em T7 (t = 4 e p ≤ 0,01). Em Spirogyra sp. a redução foi da ordem de -75,1% 

quando comparado ao grupo controle (t = 3,6 e p ≤ 0,05) (Tabela 8). 

Para a taxa de respiração no escuro, houve somente uma redução de -66% para 

Oedogonium sp. em T1 (t = 27,9 e p ≤ 0,001) (Tabela 8). 

Efeitos de interação entre o tempo de exposição e tratamento foram reportados para 

Oedogonium sp. na taxa de fotossíntese líquida (F = 11,3 e p ≤ 0,01) e respiração no escuro (F 

= 8,13 e p ≤ 0,05), e para Spirogyra sp. também para a taxa de fotossíntese líquida (F = 14,2 e 

p ≤ 0,01) e respiração no escuro (F = 7,82 e p ≤ 0,05) (Tabela 9). 

 

Clorofila a 

Os resultados das análises de clorofila a, apresentados nas Tabelas 8 e 9, mostraram 

uma queda significativa na concentração de clorofila a para as macroalgas Nitella subglomerata 

e Spirogyra sp. Nitella subglomerata apresentou uma redução de -19,9% em T1 (t = 2,7 e p ≤ 

0,05), enquanto que para Spirogyra sp. a redução foi da ordem de -55,5% em T7 (t = 2,5 e p ≤ 

0,05) (Tabela 8). 

Somente Spirogyra sp. apresentou efeitos significativos de interação entre o tempo de 

exposição e tratamento para a concentração de clorofila a (F = 39,82 e p ≤ 0,01) (Tabela 9).  

 

Fluorescência da clorofila a 

Assim como nas análises de fotossíntese líquida e respiração no escuro, houve poucas 

variações significativas no tratamento com 0,03 mg L-1 de AMPA em relação ao grupo controle. 

Os valores de cada parâmetro analisado estão disponíveis nas Figuras 5 e 6, e os resultados da 

análise de variância multivariada se encontram na Tabela 10. 

Com exceção do aumento no parâmetro (E) da ordem de +37,5% para Nitella 

subglomerata em T1 (t = 2,7 e p ≤ 0,05), somente a macroalga Spirogyra sp. apresentou 

vaiações significativas em relação a grupo controle (Fig. 5). 

  Spirogyra sp. apresentou, em T1, uma redução de -12,5% no parâmetro (D) (t = 3 e p 

≤ 0,05), e aumento de +10,9% no parâmetro (ΦPSII) (t = -2,8 e p ≤ 0,05) (Fig. 5). 

Em T7, houve uma mudança dos efeitos observados em T1 para Spirogyra sp., com 

aumento de +27,3% no parâmetro (E) (t = -5,3 e p ≤ 0,01), e reduções de -64,8% no parâmetro 

(ΦPSII) (t = 4,5 e p ≤ 0,01), e de -67,3% no parâmetro (qP) (t = 4,6 e p ≤ 0,01) (Figs. 5 e 6). 
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Novamente, Spirogyra sp. se destaca pelo numero de efeitos significativos na análise de 

variância multivariada, apresentando efeitos de interação entre o tempo de exposição e 

tratamento nos parâmetros (ΦPSII) (F = 28,93 e p ≤ 0,01), (qP) (F = 22,09 e p ≤ 0,01), e (E) (F 

= 7,18 e p ≤ 0,05), e efeito do tratamento no parâmetro (D) (F = 12,45 e p ≤ 0,01) (Tabela 10). 

 

Discussão  

Quando expostas ao glifosato, as macroalgas Nitella subglomerata (T1 e T7), 

Oedogonium sp. (T1 e T7) e Spirogyra sp. (T1) apresentaram uma marcante redução da 

dissipação de energia pelo complexo antena (D), principalmente nas concentrações de 3,5 e de 

6 mg L-1 (Figs. 1 e 2). Resultado semelhante foi encontrado por Gomes et al. (2017) em um 

estudo sobre o efeito do glifosato na fotossíntese de salgueiro Salix miyabeana, que embora 

trate de uma espécie de angiospermas, apresenta mecanismo fotossintético muito semelhante 

ao das Chlorophyta. Os autores verificaram que, após 24 horas de exposição, a concentração de 

carotenoides, incluindo o ß-caroteno que é um dos precursores da zeaxantina, foi reduzida, 

afetando o ciclo da violaxantina, pelo qual concluiram que tal redução produziu uma queda na 

dissipação de energia pelo complexo antena (neste caso, verificado pelo valor do parâmetro 

"quenching" não-fotoquímico ou NPQ). Estes mesmos autores verificaram ainda que esta 

redução na concentração de carotenoides acabou por prejudicar o mecanismo de fotoproteção 

da planta, acarretando em danos ao aparato fotossintético. No presente trabalho, os aumentos 

da dissipação de energia pelo centro de reação (E), associados às reduções na concentração da 

clorofila a para, por exemplo, Spirogyra sp. em T1, também indicam que houve dano no centro 

de reação, gerado, provavelmente, pela formação de espécies reativas de oxigênio (Gomes et 

al., 2014; 2017; Mantoan et al., 2016). 

Por sua vez, os aumentos nos valores do parâmetro ΦPSII observados para Nitella 

subglomerata e Oedogonium sp., associados aos aumentos observados na respiração no escuro 

e na taxa de fotossíntese líquida, indicam que essas macroalgas apresentaram um aumento na 

taxa metabólica (Tabela 2, Fig. 1). Outros trabalhos também reportaram o aumento da taxa 

metabólica em plantas expostas a herbicidas e vários destes trabalhos interpretam tal aumento 

como uma estratégia desses organismos de tentarem inativar metabolicamente o glifosato de 

uma forma mais rápida (Duke et al., 2006; Cedergreen, 2008; Cedergreen & Olesen, 2010). 

Curiosamente, quando há a redução da produtividade fotossintética, como no caso de 

Desmidium grevillei (tanto em T1 como em T7) (Tabela 2), essa não apresenta, aparentemente, 

relação com danos ao centro de reação do fotossistema II (Fig. 1). Isto indica que o efeito do 

glifosato na redução da taxa de fotossíntese líquida, para as macroalgas verdes, pode estar 
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relacionado com um dreno de carbono do ciclo de Calvin para a via metabólica do chiquimato 

(Geiger et al., 1986; 1987; Shieh et al., 1991). Adicionalmente, os resultados da MANOVA 

mostraram que o parâmetro (D) foi a varável dependente com mais respostas significativas entre 

as macroalgas testadas (Tabela 3). Estes resultados demonstram que o parâmetro (D) pode ser 

considerado como um bom indicador de alterações na resposta fotossintética provocadas pelo 

glifosato nas macroalgas verdes.  

De forma distinta, as espécies de macroalgas expostas ao tratamento com Roundup® 

não apresentaram redução nos valores do parâmetro (D), mas mantiveram um aumento nos 

valores do parâmetro (E) associado à redução da concentração de clorofila a. A exceção a este 

padrão de resposta fotossintética foi Spirogyra sp., espécie que não apresentou qualquer efeito 

significativo detectado pela análise de fluorescência da clorofila a, mesmo apresentando 

reduções na concentração de clorofila a e nas taxas de fotossíntese líquida, em T1 e T7 (Tabela 

5; Fig. 3 e 4). Foi reportado para o tratamento com Roundup® um único caso de aumento da 

taxa metabólica, que ocorreu em T7, para Oedogonioum sp. Neste caso, a macroalga registrou 

aumento na taxa de fotossíntese líquida na concentração de 0,28 mg i.a.L-1 e na respiração no 

escuro nas concentrações de 3,5 mg i.a.L-1 e de 6 mg i.a.L-1. Adicionalmente, nos experimentos 

com Roundup® foi verificado um possível evento de aclimatação de Nitella subglomerata ao 

longo do processo de exposição ao herbicida para a concentração de 0,28 mg i.a.L-1. Assim, de 

forma distinta do que foi reportado em T1, observou-se, em T7, que Nitella subglomerata 

aumentou os valores do parâmetro (D) e manteve a taxa de fotossíntese líquida próxima ao do 

grupo controle, revelando sua potencial capacidade de ajuste fisiológico para evitar danos ao 

centro de reação (Demmig-Adams et al., 1996; Klughammer & Schreiber, 2008). Estes 

resultados reportados para Nitella subglomerata diferem consideravelmente da resposta 

fotossintética de Nitella microcarpa var. wrightii, submetida ao Roundup®, que apresentou 

reduções significativas na taxa de fotossíntese líquida mesmo na concentração de 0,28 mg i.a.L-

1 (Oliveira et al., 2016), sugerindo que a sensibilidade das algas a exposição ao glifosato seja 

espécie-específica (Vera et al., 2010; 2012). 

As reduções significativas nos valores da taxa de fotossíntese líquida e nos parâmetros 

(ΦPSII) e (qP) reportadas para as macroalgas analisadas permite concluir que a formulação 

comercial, assim como observado em outros trabalhos (Sáenz & Di Marzio, 2009; Tsui & Chu, 

2003; Lipok et al., 2010), é mais prejudicial que o princípio ativo (glifosato grau técnico). Os 

efeitos nocivos da formulação comercial podem estar relacionados as substâncias adjuvantes, 

não somente por facilitarem a entrada do glifosato, potencializando seu efeito (Carvalho, 2013), 
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mas também pelo efeito tóxico próprio dessas substancias (Tsui & Chu, 2003; Lipok et al., 

2010; Székács et al., 2014). 

Em relação ao tamanho das concentrações utilizadas para glifosato grau técnico e 

Roundup® sobre o nível dos efeitos nocivos produzidos, em geral, houve uma distinção nos 

padrões de respostas fotossintéticas gerados pela concentração de 0,28 mg L-1 quando 

comparada às maiores concentrações (3,5 mg L-1 e 6 mg L-1), o que corrobora em parte com a 

primeira hipótese deste trabalho. Embora a concentração de 0,28 mg L-1 não tenha afetado tanto 

as macroalgas como as demais concentrações, ela foi capaz de gerar reduções consideráveis na 

concentração de clorofila a (Oedogonium sp., Nitella subglomerata e Spirogyra sp.) e na taxa 

de fotossíntese liquida (Nitella subglomerata e Desmidium grevillei), além do aumento no valor 

do parâmetro (E) (Nitella subglomerata). Estes resultados demonstram que a concentração 

máxima permitida pelo CONAMA também é capaz de afetar a resposta fotossintética dessas 

macroalgas.  

Quando expostas ao AMPA, as espécies de macroalgas analisadas apresentaram padrões 

de resposta distintos entre si. Desmidium grevillei, por exemplo, não mostrou qualquer efeito 

significativo sobre os parâmetros fotossintéticos analisados pelas técnicas utilizadas. Nitella 

subglomerata (T1) e Spirogyra sp. (T7), por outro lado, revelaram a ocorrência de danos no 

aparato fotossintético (sinalizados pelo aumento nos valores do parâmetro (E) e redução da 

concentração de clorofila a). No entanto, somente Spirogyra sp. apresentou redução da taxa de 

fotossíntese líquida e nos valores dos parâmetros (ΦPSII) e (qP). Para Oedogonium sp. (em T1 e 

em T7) foi verificada a redução na taxa de fotossíntese líquida sem, entretanto, qualquer outro 

efeito significativo, seja nos parâmetros de fluorescência da clorofila a ou na concentração de 

clorofila a, sugerindo novamente que, nesta espécie, tenha ocorrido um dreno de carbono no 

ciclo de Calvin (Tabela 8; Figs. 5 e 6). Adicionalmente, os efeitos reportados para Oedogonium 

sp. exposto ao AMPA mostraram mais inibições na resposta fotossintética quando comparado 

ao Roundup®, sendo este o único caso em que a segunda hipótese, referente ao maior efeito de 

inibição do Roundup®, não foi corroborada.   

Considerando a diversidade de respostas fotossintéticas observadas para as macroalgas 

verdes frente à exposição ao AMPA e também que a concentração utilizada no presente 

experimento (qual seja, 0,03 mg L-1) é compatível com valores reportados em ambientes lóticos 

(Villeneuve et al. 2011; Coupe et al., 2012), os presentes resultados recomendam que os 

produtos de degradação dos princípios ativos utilizados no mercado de agroquímicos sejam 

mais estudados e monitorados nos ambientes aquáticos. O caso do AMPA é especialmente 

relevante, dado que este herbicida têm sido detectado em ambientes aquáticos com maior 
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frequência que o próprio princípio ativo que o deu origem, ou seja o glifosato (Daouk et al., 

2013; Battagli et al., 2014; Poiger et al., 2017). 

Embora a concentração máxima de glifosato e AMPA estabelecida pelo Ministério da 

Saúde para água potável (ou seja, 0,5 mg L-1 – Ministério da Saúde, 2011) não tenha sido testada 

no presente estudo, nem para o glifosato, nem para o AMPA e nem para a combinação de 

ambos, é seguro que esta concentração também ocasione oscilações consideráveis na 

produtividade fotossintética das macroalgas verdes, uma vez que foi testada, com efeito 

negativo confirmado, uma concentração menor do que este limite (0,28 mg L-1). O fato de não 

haver um consenso entre os órgãos públicos brasileiros sobre os valores máximos permitidos 

para glifosato e AMPA, associado a falta de estudos prévios e exaustivos envolvendo espécies 

nativas, na adoção de concentrações legais limites, pode representar um grande risco para os 

ecossistemas lóticos tropicais.  Os dados obtidos pelo presente estudo sinalizam exatamente 

neste sentido e sugerem que, eventualmente, estudos mais completos, envolvendo outros tipos 

de substâncias, mais espécies típicas de ecossistemas aquáticos e desenhos experimentais 

variados (p.ex., teste agudo vs teste crônico; substâncias isoladas vs combinação de substâncias; 

princípio ativo vs produto de degradação; doses legais vs doses reais encontradas na natureza, 

etc.) devam ser levados em consideração na determinação  de parâmetros legais, de preferência 

universais, que atendam as especificidades dos ambientes aquáticos continentais brasileiros. 

Do ponto de vista da comunidade de macroalgas como um todo, ao considerar a 

dinâmica de degradação do glifosato em AMPA à luz dos resultados obtidos no presente estudo, 

é possível inferir que a partir de um evento de contaminação as comunidades de macroalgas 

tendem a sofrer flutuações em cascata da produtividade fotossintética ao longo do tempo. Tais 

efeitos podem resultar em oscilações na composição e/ou na dominância das comunidades de 

produtores primários e/ou na estrutura dos ambientes lóticos. Neste sentido, a contaminação de 

um riacho tropical de baixa ordem por glifosato, poderia, por exemplo, estimular inicialmente 

a produção fotossintética de espécies de macroalgas tais como Nitella subglomerata e 

Oedogonium sp. e, posteriormente, ter este estímulo convertido em inibição à medida que a 

concentração de glifosato diminuisse e a de AMPA aumentasse ao longo do processo de 

degradação. Em contrapartida, espécies como Desmidium grevillei poderiam sofrer inibição na 

produtividade fotossintética quando inicialmente expostas a uma contaminação por glifosato, 

mas ao longo do tempo, com a degradação do glifosato em AMPA, poderiam experimentar um 

retomada deste processo aos seus padrões normais. Se for acrescentada nesta dinâmica o papel 

dos surfactantes, os cenários ficam ainda mais complexos. Por exemplo, na presença conjunta 

do glifosato com o surfactante nos ambientes aquáticos (contaminação por Roundup®, por 
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exemplo), os presentes resultados mostram que espécies como Nitella subglomerata deixariam 

de apresentar o aumento da taxa metabólica, que experimentariam quando expostas apenas ao 

glifosato puro, para sofrer forte inibições na sua produtividade fotossintética logo no início da 

exposição (os resultados do presente estudo mostram que esta inibição ocorreria já no primeiro 

dia após a exposição), que se estenderiam por um longo prazo (os resultados do presente estudo 

sugerem que esta inibição permaneceria após sete dias de exposição). Em relação a Spirogyra 

sp., por ter sido reportado danos no centro de reação do PSII e/ou perda de produtividade em 

todos os tratamentos (glifosato, Roundup® e AMPA) essa macroalga tende a ser a mais 

prejudicada por um evento de contaminação. 

Portanto, é possível perceber com os resultados do presente estudo experimental que a 

presença de herbicidas nos ambientes aquáticos, seus princípios ativos, suas concentrações, 

suas dinâmicas de degradação, entre outros aspectos, podem influenciar fortemente as respostas 

fotossintéticas das macroalgas verdes, um dos grupos de produtores primários mais relevantes 

de ecossistemas lóticos tropicais de baixas ordens. Assim, dada esta relevante influência, não 

apenas nas respostas fotossintéticas das espécies individualmente, mas também, 

potencialmente, sobre toda a comunidade, sugere-se que estudos desta natureza se ampliem, de 

modo que possam ser testados outros herbicidas (isolados e em conjunto), outras espécies de 

outros filos algais e sob outros desenhos experimentais. Resultados oriundos de estudos desta 

natureza podem, seguramente, gerar informações relevantes sobre a dinâmica ecológica de rios 

e riachos tropicais e permitir a tomada de decisão mais consciente quanto ao manejo e proteção 

deste ecossistemas. 
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Tabela 1. Lista de espécies estudadas com indicação da localização e classe de sombreamento 

dos ambientes lóticos (DeNicola et al. 1992) onde foram coletados. 

Espécimes Localização Classe de Sombreamento 

Oedogonium sp. 
Rio do Pari (Platina/SP) 

22º40’11’’ S - 50º28’59’’ O 
Aberto 

   

Nitella subglomerata A. Braun 
Rio Cubatão (Cajuru/SP) 

21º14’14’’ S - 47º13’15’’ O 
Parcialmente Sombreado 

   

Spirogyra sp. 
Ribeirão Pirapitininga (Assis/SP) 

22º38’28” S - 50º20’28” O 
Aberto 

   

Desmidium grevillei (Kützing ex 

Ralfs) De Bary 

Ribeirão das Antas (Assis/SP) 

22°34'28,2" S - 50°25'6,9" O 
Parcialmente Sombreado 
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Tabela 2. Taxas de fotossíntese líquida (mg de O2.g
-1 de PS.h-1), respiração no escuro (mg de 

O2.g
-1 de PS.h-1) e concentração de clorofila a (µg.mg-1 de PS) em termos de média e desvio 

padrão das espécies de macroalgas expostas a diferentes concentrações (Controle; 0,28; 3,5; e 

6 mg L-1) de glifosato grau técnico. Fotos.: taxa de fotossíntese líquida; Resp.: taxa de 

respiração no escuro; Clor.: concentração de clorofila a. 

     1º dia (T1)       7º dia (T7)   

  Fotos. Resp. Clor.  Fotos. Resp. Clor. 

Oedogonium sp. 

0 2,3±0,8a 0,7±0,4a 6,4±1,7b  4,8±1,7a 2,3±1,8a 4,0±1,3a 

0,28 2,3±1,2a 1,5±0,7a 4,6±1,1a  5,6±2,4a 2,1±1,2a 3,9±0,8a 

3,5 3,9±0,1b 1,4±0,1a 4,7±0,9a  7,8±2,2a 3,0±1,1a 3,8±0,6a 

6 4,1±0,4b 7,3±2,1b 4,1±1,0a  6,4±0,9a 17,3±2,2b 4,2±1,2a 

         

Nitella 

subglomerata  

0 11,5±1,5a 3,7±1,2a 3,0±0,7a  7,9±2,4a 5,9±1,9a 1,0±0,3a 

0,28 15,2±4,0a 2,1±1,8a 2,5±0,5a  6,4±1,0a 7,9±3,3a 1,3±0,6a 

3,5 15,5±0,6a 10,1±3,2b 2,7±0,9a  5,3±1,4a 10,1±0,9a 2,3±1,0b 

6 13,5±0,7a 8,3±1,4b 2,5±0,8a  6,3±1,9a 7,2±2,1a 1,1±0,6a 

         

Spirogyra sp. 

0 29,8±5,4a 35,9±20,9a 11,2±3,1b  20,5±9,7ab 140,0±23,7a 6,1±3,4a 

0,28 28,6±5,6a 11,8±4,4a 7,7±3,7a  8,0±5,7a 86,0±16,9a 3,2±1,9a 

3,5 43,4±10,8a 11,4±1,5a 6,9±4,0a  29,7±12,7b 126,7±49,4a 3,1±1,7a 

6 35,4±7,7a 1,8±1,7a 5,4±1,3a  34,5±4,5b 160,3±77,3a 2,8±1,2a 

         

Desmidium 

grevillei  

0 22,2±6,7b 34,1±7,3a 2,1±1,0a  34,6±10,4b 35,3±8,8a 4,5±0,9b 

0,28 20,5±10,1b 33,4±11,3a 1,7±0,4a  41,0±10b 30,8±7,4a 3,9±2,0b 

3,5 15,5±8,2b 38,1±9,4a 4,9±2,7b  27,6±4,9a 45,4±12,3a 1,8±0,7a 

6 7,4±4,4a 27,8±5,1a 3,8±2,4b  20,7±3,8a 61,3±19,7a 4,2±1,5b 

Médias seguidas pela mesma letra não apresentam diferenças estatísticas significativas (p ≤ 0,05). 
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Tabela 3. Análise de variância multivariada (MANOVA), considerando a taxa de fotossíntese 

líquida (Fotos.), a taxa de respiração no escuro (Resp.) e concentração de clorofila a (Clor.) 

como variáveis dependentes e o tempo de exposição, e o tratamento com glifosato grau técnico 

como covariáveis. 

  Fotos.  Resp.  Clor. 

Oedogonium sp. 

 F p  F p  F p 

Tempo 19,2 <0,01  4,49 <0,05  15,4 <0,01 

Tratamento 3,95 <0,05  10,6 <0,01  8,88 <0,01 

Interação 0,02 0,88  1,85 0,17  5,35 <0,05 

          

Nitella subglomerata 

Tempo 36,54 <0,01  6,57 <0,05  26,04 <0,01 

Tratamento 1,19 0,28  11,43 <0,01  1,37 0,24 

Interação 1,75 0,19  4,17 <0,05  1,74 0,19 

          

Spirogyra sp. 

Tempo 15,39 <0,01  60,18 <0,01  32,28 <0,01 

Tratamento 8,91 <0,01  1,62 0,22  7,87 <0,01 

Interação 6,45 <0,01  1,16 0,35  0,57 0,63 

          

Desmidium grevillei 

Tempo 35,08 <0,01  4,75 <0,05  1,22 0,27 

Tratamento 9,3 <0,01  1,68 0,21  1,41 0,24 

Interação 0,65 0,58  3,27 <0,05  8,9 <0,01 
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Tabela 4. Análise de variância multivariada (MANOVA), considerando o rendimento quântico 

efetivo (ΦPSII), o “quenching” fotoquímico (qP), a dissipação de calor no complexo antena (D) 

e a dissipação de calor no centro de reação (E) como variáveis dependentes e o tempo de 

exposição e o tratamento com glifosato grau técnico como covariáveis. 

  ΦPSII  qP  D  E 

  F P  F p  F p  F p 

Oedogonium sp. 

Tempo 151,14 <0,01  92,05 <0,01  89,47 <0,01  55,2 <0,01 

Tratamento 34,4 <0,01  16,87 <0,01  35,97 <0,01  7,92 <0,01 

Interação 3,,05 <0,05  0,24 0,86  3,55 <0,05  0,83 0,48 

             

Nitella subglomerata * 

Tempo 113,99 <0,01  105,33 <0,01  0,6 0,39  53,19 <0,01 

Tratamento 71,93 <0,01  10,23 <0,01  17,52 <0,01  0,3 0,67 

Interação 17,33 <0,01  -5,33 1  -3,92 0,79  -5,66 1 

             

Spirogyra sp. 

Tempo 704,55 <0,01  307,79 <0,01  14,55 <0,01  33,08 <0,01 

Tratamento 1,5 0,23  3,86 <0,05  7,22 <0,01  8,24 <0,01 

Interação 1,03 0,39  0,51 0,67  0,64 0,59  0,43 0,73 

             

Desmidium grevillei  

Tempo 6,21 <0,05  0,63 0,43  14,64 <0,01  6,15 <0,05 

Tratamento 1,08 0,37  2,19 0,1  3,02 <0,05  1,72 0,18 

Interação 0,23 0,87  0,43 0,72  0,11 0,95  0,2 0,89 

* Para dados não paramétricos foi realizada a Análise de variância PERMANOVA 
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Tabela 5. Taxas de fotossíntese líquida (mg de O2.g
-1 de PS.h-1), respiração no escuro (mg de 

O2.g
-1 de PS.h-1) e concentração de clorofila a (µg.mg-1 de PS) em termos de média e desvio 

padrão das espécies de macroalgas expostas a diferentes concentrações (Controle; 0.28; 3.5; e 

6 mg i.a.L-1) de Roundup®. Fotos.: taxa de fotossíntese líquida; Resp.: taxa de respiração no 

escuro; Clor.: teor de clorofila a. 

      1º dia (T1)       7º dia (T7)   

  Fotos. Resp. Clor.  Fotos. Resp. Clor. 

Oedogonium 

sp. 

0 4,5±0,9a 11,3±0,6b 3,7±1,1a  6,8±1,7a 5,6±0,9a 1,4±0,7a 

0,28 4,1±1,2a 4,1±0,4a 3,2± 1,1a  10,8±3,3b 9,8±4,7a 1,9±1,0a 

3,5 6,1±1,5a 3,5±0,3a 2,5±1,8a  4,8±1,3a 19,1±4,2b 1,9±1,1a 

6 5,1±0,8a 3,2±0,7a 3,4±1,0a  6,1±2,7a 19,1±4,7b 1,4±0,7a 

         

 

Nitella 

subglomerata  

 

0 22,5±5,6b 8,0±1,5a 9,4±3,6a  26,9±5,8b 37,7±16,7b 11,2±6,0b 

0,28 11,72±1,1a 8,5±3,3a 10,6±3,3a  25,0±4,2b 9,5±5,3a 7,0±2,8a 

3,5 13,2±3,6a 9,3±2,3a 10,4±2,0a  15,5±3,2a 10,5±0,2a 5,1±0,8a 

6 13,5±4,3a 4,4±0,1a 7,1±2,0a  12,6±4,6a 8,3±2,1a 5,0±1,0a 

         

Spirogyra sp. 

0 76,5±10,4b 35,4±15,1a 8,0±3,2b  60,1±24,7b 86,6±20,4b 7,8±3,6b 

0,28 76,7±11,0b 24,5±6,1a 6,0±2,5b  60,5±16,7b 33,2±6,5a 2,6±0,8a 

3,5 74,6±15,8b 22,9±5,4a 4,0±1,6a  31,5±4,0a 28,1±2,0a 1,0±0,8a 

6 45,5±2,2a 13,4±5,1a 3,7±1,8a  27,5±4,9a 36,4±13,9a 0,6±0,3a 

         

Desmidium 

grevillei  

0 20,7±4,7b 43,1±10,7a 4,8±1,8a  38,1±8,1a 92,3±27,1b 5,7±2,1b 

0,28 9,4±1,7a 32,4±5,5a 3,8±0,8a  36,4±8,6a 37,2±4,3a 5,5±1,4b 

3,5 12,9±3,0a 32,4±15,3a 4,2±1,3a  24,1±3,9a 71,4±10,7b 2,6±0,9a 

6 11,5±1,5a 32,2±3,5a 3,6±1,5a  35,6±19,9a 56,7±8,1a 3,1±1,5a 

Médias seguidas pela mesma letra não apresentam diferenças estatísticas significativas (p ≤ 0,05). 
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Tabela 6. Análise de variância multivariada (MANOVA), considerando a taxa de fotossíntese 

líquida (Fotos.), a taxa de respiração no escuro (Resp.) e concentração de clorofila a (Clor.) 

como variáveis dependentes e o tempo de exposição e o tratamento de Roundup® como 

covariáveis. 

  Fotos.  Resp.  Clor. 

Oedogonium sp. 

 F p  F p  F p 

Tempo 17,36 <0,01  0,04 0,84  38,96 <0,01 

Tratamento 2,33 0,13  7,22 <0,05  0,09 0,96 

Interação 6,95 <0,05  24,31 <0,01  0,67 0,57 

          

Nitella subglomerata 

Tempo 11,24 <0,01  3,01 0,07  2,38 0,12 

Tratamento 1,86 0,18  1,35 0,24  1,08 0,3 

Interação 4,76 <0,05  -2,11 0,72  2,12 0,15 

          

Spirogyra sp. 

Tempo 30,77 <0,01  21,89 <0,01  50,43 <0,01 

Tratamento 13,11 <0,01  13,47 <0,01  24,95 <0,01 

Interação 2,43 0,08  4,71 <0,05  6,98 <0,01 

          

 

Desmidium grevillei 

 

Tempo 44,1 <0,01  31,07 <0,01  0,08 0,77 

Tratamento 2,18 0,07  6,94 <0,01  6,22 <0,01 

Interação -0,65 0,09  3,34 <0,05  3,7 <0,05 
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Tabela 7. Análise de variância multivariada (MANOVA), considerando o rendimento quântico 

efetivo (ΦPSII), o “quenching” fotoquímico (qP), a dissipação de calor no complexo antena (D) 

e a dissipação de calor no centro de reação (E) como variáveis dependentes e o tempo de 

exposição e o tratamento com Roundup® como covariáveis. 

  ΦPSII  qP  D  E 

Oedogonium sp. 

 F p  F p  F p  F p 

Tempo 480,8 <0,01  223,18 <0,01  213,32 <0,01  81,37 <0,01 

Tratamento 1,47 0,24  2,11 0,11  1,38 0,26  2,32 0,09 

Interação 6,02 <0,01  4,13 <0,05  1,08 0,36  3 <0,05 

             

Nitella 

subglomerata 

Tempo 7,94 <0,01  11 <0,01  2,66 0,11  12,91 <0,01 

Tratamento 4,45 <0,01  5,32 <0,01  2,76 <0,05  6,28 <0,01 

Interação 1,67 0,19  2,77 <0,05  4,14 <0,05  4,3 <0,05 

             

Spirogyra sp. 

Tempo 57,62 <0,01  29,57 <0,01  14,64 <0,01  1,92 0,17 

Tratamento 0,14 0,93  0,37 0,77  0,24 0,86  0,3 0,82 

Interação 2 0,133  2,59 0,07  0,74 0,53  2,41 0,08 

             

Desmidium grevillei 

Tempo 34,3 <0,01  31,68 <0,01  28,99 <0,01  2,7 0,11 

Tratamento 3,5 <0,05  3,85 <0,05  5,54 <0,01  9,22 <0,01 

Interação 0,03 0,99  0,15 0,92  0,02 0,99  0,08 0,96 
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Tabela 8. Taxas de fotossíntese líquida (mg de O2.g
-1 de PS.h-1), respiração no escuro (mg de 

O2.g
-1 de PS.h-1) e concentração de clorofila a (µg.mg-1 de PS) em termos de média e desvio 

padrão das espécies de macroalgas expostas a diferentes concentrações (Controle; e 0,03 mg L-

1) de AMPA. Fotos.: taxa de fotossíntese líquida; Resp.: taxa de respiração no escuro; Clor.: 

concentração de clorofila a. 

    1º dia (T1)   7º dia (T7) 

  Fotos. Resp. Clor.  Fotos. Resp. Clor. 

Oedogonium sp. 
0 5,5±1,0b 12,0±0,2b 2,6±0,4a  24,3±1,0b 6,1±2,0a 1,0±0,3a 

0,03 4,3±0,5a 4,1±0,4a 2,7±0,7a  16,2±4,1a 3,1±1,6a 1,3±0,6a 

         

Nitella 

subglomerata  

0 5,4±2,2a 10,5±2,4a 6,4±1,1b  2,9±0,8a 10,3±2,7a 2,7±0,8a 

0,03 4,5±2,0a 10,7±1,1a 5,1± 0,6a  2,5±0,1a 6,3±3,5a 2,5±0,5a 

         

Spirogyra sp. 
0 14,7±1,2a 65,8±5,0a 4,8±2,5a  24,5±12,2b 116,0±32,3a 4,0±2,1b 

0,03 12,1±2,4a 54,4±7,7a 5,8±2,1a  4,6±1,5a 47,1±11,5a 1,8±1,3a 

         

Desmidium 

grevillei  

0 26,0±6,9a 58,0±7,6a 4,2±1,4a  26,8±10,9a 22,7±8,0a 1,5±0,9a 

0,03 31,2±8,0a 48,9±23,2a 3,6±1,0a  23,0±1,8a 7,1±1,9a 1,5±0,8a 

Médias seguidas pela mesma letra não apresentam diferenças estatísticas significativas (p ≤ 0.05). 
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Tabela 9. Análise de variância multivariada (MANOVA) considerando a taxa de fotossíntese 

líquida (Fotos.), a taxa de respiração no escuro (Resp.) e concentração de clorofila a (Clor.) 

como variáveis dependentes e o tempo de exposição e o tratamento com AMPA como 

covariáveis. 

  Fotos.  Resp.  Clor. 

Oedogonium sp. 

 F p  F p  F p 

Tempo 164,9 <0,01  21,1 <0,01  24,2 <0,01 

Tratamento 0 1  30,5 <0,01  0,46 0,5 

Interação 11,3 <0,01  8,13 <0,05  0,88 0,35 

          

Nitella 

subglomerata 

Tempo 6,57 <0,01  0,08 0,77  79 <0,01 

Tratamento 0,71 0,4  1 0,34  8,82 <0,01 

Interação 0,06 0,79  2,31 0,16  3,39 0,07 

          

Spirogyra sp. 

Tempo 3,13 0,09  4,35 0,07  9,69 <0,01 

Tratamento 24,3 <0,01  15,27 <0,01  0,68 0,41 

Interação 14,2 <0,01  7,82 <0,05  4,72 <0,05 

          

 

Desmidium 

grevillei 

 

Tempo 1,18 0,29  26,73 <0,01  0,72 0,4 

Tratamento 0,03 0,85  2,75 0,13  39,82 <0,01 

Interação 1,76 0,2 
 

0,18 0,67 
 

0,81 0,37 
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Tabela 10. Análise de variância multivariada (MANOVA), considerando o rendimento 

quântico efetivo (ΦPSII), o “quenching” fotoquímico (qP), a dissipação de calor no complexo 

antena (D) e a dissipação de calor no centro de reação (E) como variáveis dependentes e o 

tempo de exposição e o tratamento com AMPA como covariáveis. 

  ΦPSII  qP  D  E 

Oedogonium sp. 

 F p  F P  F p  F p 

Tempo 9,1 <0,01  52,2 <0,01  22,5 <0,01  55,3 <0,01 

Tratamento 5,22 <0,05  1,88 0,18  1,16 0,29  0,01 0,94 

Interação 0,01 0,95  0,02 0,87  0,01 0,94  0,01 0,9 

             

 

Nitella subglomerata 

 

Tempo 6,57 0,02  0,08 0,77  79 <0,01  79 <0,01 

Tratamento 0,71 0,4  1 0,34  8,82 <0,01  8,82 <0,01 

Interação 0,06 0,79  2,31 0,16  3,39 0,07  3,39 0,07 

             

Spirogyra sp. 

Tempo 323,2 <0,01  108,2 <0,01  264,74 <0,01  20,03 <0,01 

Tratamento 5,74 <0,05  16,51 <0,01  12,45 <0,01  27,66 <0,01 

Interação 28,93 <0,01  22,09 <0,01  0,97 0,33  7,18 <0,05 

             

 Tempo 12,01 <0,01  9,84 <0,01  14,39 <0,01  3,52 0,07 

Desmidium grevillei  

 

Tratamento 3,01 0,1  2,72 0,11  3,08 0,09  0,47 0,5 

Interação 1,75 0,2  2,62 0,12  0,43 0,51  0,51 0,48 
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Figura 1. Percentual da fração de luz usado pelas macroalgas na fotossíntese (rendimento quântico efetivo - ΦPSII - listrado) e dissipado na forma 

de calor pelo complexo antena (D – cinza claro) e pelo centro de reação (E – cinza escuro) quando expostas ao glifosato grau técnico. Letras 

diferentes representam diferenças estatísticas significativas (p ≤ 0,05). 
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Figura 2. “Quenching” fotoquímico (qP) das espécies de macroalgas analisadas após um (T1) e setes dias (T7) de exposição ao glifosato grau 

técnico. Letras diferentes representam diferenças estatísticas significativas (p ≤ 0,05). 
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Figura 3. Percentual da fração de luz usado pelas macroalgas na fotossíntese (rendimento quântico efetivo - ΦPSII - listrado) e dissipado na forma 

de calor pelo complexo antena (D – cinza claro) e pelo centro de reação (E – cinza escuro) quando expostas ao Roundup®. Letras diferentes 

representam diferenças estatísticas significativas (p ≤ 0,05). 
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Figura 4. “Quenching” fotoquímico (qP) das espécies de macroalgas analisadas após um (T1) e setes dias (T7) de exposição ao Roundup®. Letras 

diferentes representam diferenças estatísticas significativas (p ≤ 0,05). 
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Figura 5 Percentual da fração de luz usado pelas macroalgas na fotossíntese (rendimento quântico efetivo - ΦPSII - listrado), e dissipado na forma 

de calor pelo complexo antena (D – cinza claro) e pelo centro de reação (E – cinza escuro) quando expostas ao AMPA. Letras diferentes representam 

diferenças estatísticas significativas (p ≤ 0,05). 
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Figura 6. “Quenching” fotoquímico (qP) das espécies de macroalgas analisadas após um (T1) e setes dias (T7) de exposição ao AMPA. Letras 

diferentes representam diferenças estatísticas significativas (p ≤ 0,05). 
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Resumo 

O aumento do número de plantas daninhas resistentes ao glifosato em áreas de cultivo têm 

levado os produtores rurais a buscarem formas alternativas para o manejo dessas plantas. Uma 

alternativa bastante difundida neste contexto consiste na aplicação conjunta de herbicidas à base 

de glifosato e 2,4-D. E, ainda que ambos os herbicidas figurem entre os mais utilizados no 

Brasil, estudos que avaliam as consequências da contaminação simultânea por estes herbicidas 

em ambientes aquáticos, principalmente sobre os produtores primários, são escassos. Para 

preencher esta lacuna, este trabalho buscou avaliar a resposta fotossintética de quatro espécies 

de macroalgas verdes (Nitella subglomerata, Oedogonium sp., Spirogyra sp., e Desmidium 

grevillei), através do método da evolução do oxigênio dissolvido, da fluorescência da clorofila 

a e da concentração de clorofila a, quando expostas a uma combinação de glifosato (Roundup® 

- 3,5 mg a.e.L-1) e 2,4-D (Bratt® - 2 mg a.e.L-1), após um e sete dias de exposição. Os resultados 

mostraram que os efeitos negativos sobre as respostas fotossintéticas das macroalgas analisadas 

tenderam a serem amenizados ao longo do tempo, não sendo mais estatisticamente perceptíveis 

após sete dias de exposição. De modo geral, ao comparar os resultados relativos à exposição 

das macroalgas à mistura de herbicidas com aqueles obtidos após a exposição dos herbicidas 

individualmente, há indícios indicando que o 2,4-D seja capaz de gerar efeitos antagônicos ao 

glifosato para a maioria das espécies testadas. 

 

Palavras-chave:    glifosato, 2,4-D, mistura de herbicidas, fluorescência da clorofila a, 

resposta fotossintética, macroalgas verdes.
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Introdução 

O glifosato, N-(fosfonometil) glicina, é um herbicida cujo principal mecanismo de ação 

reside na inibição da enzima EPSPs (5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintase), responsável 

pela síntese de aminoácidos aromáticos fundamentais para o desenvolvimento da planta 

(Devine et al., 1993; Forlani et al., 2008; Sáenz & Di Marzio, 2009). A interrupção na atividade 

da enzima EPSPs pelo glifosato gera também efeitos indiretos na fotossíntese através da 

redução na concentração de carotenoides, clorofila a, ácidos graxos e na assimilação de carbono 

(Yamada & Castro, 2007; Zobiole et al., 2012; Gomes et al., 2014; 2017). Adicionalmente, a 

capacidade de formação de centros de reação do fotossistema II (PSII) também é afetada pela 

inibição da síntese de aminoácidos aromáticos (Vivancos et al., 2011; Yanniccari et al., 2012). 

Atualmente, o glifosato é um dos herbicidas mais utilizados no mundo (Annett et al., 

2014; Battaglin et al., 2014; Poiger et al., 2017). No entanto, sua extensiva utilização durante 

as últimas décadas gerou uma pressão seletiva sobre as plantas daninhas ocasionando a seleção 

de biótipos resistentes (Christoffoleti, 2001). Embora o número de biótipos resistentes venha 

aumentando a cada ano, a utilização de herbicidas a base de glifosato continua sendo uma 

opção, porém, associada a certas adaptações neste tipo de manejo agricultural que passaram a 

ser utilizadas (Christoffoleti & López-Ovejero, 2008; Pérez et al., 2011; Christoffoleti & 

Nicolai, 2016). Neste sentido, para controlar uma população de plantas daninhas resistentes ao 

glifosato presentes em áreas de cultivo, uma das medida mais utilizadas por produtores rurais 

passou a ser a aplicação conjunta de glifosato com outro herbicida de mecanismo de ação 

distinto (Christoffoleti & López-Ovejero, 2008; Ulguim et al., 2013; Christoffoleti & Nicolai, 

2016).  

Exemplos de herbicidas que têm sido utilizados em consórcio com o glifosato são os 

mimetizadores de auxinas, como o ácido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) que pode compor 

uma mistura com o glifosato em aplicações de dessecação no período de pré-plantio (Moreira 

et al. 2007; Takano et al., 2013; Peterson et al., 2016). O 2,4-D é utilizado em dicotiledôneas, 

gerando profundas alterações na organização do citoesqueleto das células vegetais, 

ocasionando, inicialmente, anomalias de crescimento e uma redução de atividade da 

mitocôndria e dos lisossomos, e, posteriormente, o aumento na concentração de ácido abcísico 

e etileno (Christoffoleti & López-Ovejero, 2008; Grossmann, 2010).  O aumento na 

concentração de ácido abcísico provoca uma redução na assimilação de CO2, ocasionado pelo 

fechamento estomático e culminando na redução da produtividade fotossintética. 

Adicionalmente, a produção desregulada de ácido abcísico e etileno pelo herbicida 2,4-D, gera 

um aumento no número de espécies reativas de oxigênio, que acarreta a degradação de 
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membranas lipídicas presentes em organelas, como por exemplo cloroplastos, tendo como 

consequência até mesmo a morte celular. (Christoffoleti & López-Ovejero, 2008; Grossmann, 

2010; Christoffoleti & Nicolai, 2016).  

A consorciação de herbicidas a base de 2,4-D e glifosato tem obtido tão bons 

rendimentos no controle de vários biótipos resistentes ao glifosato que uma formulação 

comercial (contendo 195 g a.e.L-1 de 2,4-D + 205 g a.e.L-1 de glifosato) foi desenvolvida pela 

Dow AgroSciences (Li et al., 2010; 2013; Peterson et al., 2016). 

Ainda que herbicidas à base de 2,4-D sejam vendidos em grandes quantidades no Brasil 

(IBAMA, 2016), problemas decorrentes do extenso carreamento desses herbicidas, fenômeno 

chamado de deriva, para outras áreas de cultivo não-alvo da aplicação original, levou os órgãos 

competentes a restringirem seu modo de aplicação e até mesmo sua utilização em alguns países 

(Sciumbato et al., 2004; Peterson et al., 2016). Entre os ambientes mais sucetíveis à deriva 

indesejada de herbicidas estão os ambientes aquáticos, de modo que eventos de contaminação, 

não apenas relacionado ao carreamento do 2,4-D (Råberg et al., 2003; Singh et al., 2017), mas 

também ao glifosato (Battaglin et al., 2014; Poiger et al., 2017) são frequentemente reportados. 

Ao atingir o ambiente aquático, a complexa interação entre os diversos organismos presentes 

pode ser duramente afetada, ocasionando um desequilíbrio nestes ecossistemas (Botelho et al., 

2012). Pela semelhança fisiológica com as plantas daninhas, a comunidade de produtores 

primários dos ecossistemas aquáticos tende a ser afetada primariamente, produzindo não apenas 

um impacto sobre si mesma, mas, eventualmente, o transferindo para toda a teia trófica, em um 

efeito cascata. 

Em ambientes lóticos, as macroalgas representam uma importante comunidade de 

produtores primários (Arscott et al., 1998). As macroalgas verdes, por sua vez, são comumente 

reportados como aquelas que apresentam a maior riqueza e abundância nesses ambientes, 

principalmente em riachos submetidos a altas irradiâncias (Sheath & Burkholder 1985, 

Stevenson, 1996; Okada & Watanabe, 2002; Necchi, 2004; Peres et al., 2017).  

Embora existam trabalhos que já avaliaram os efeitos individuais do glifosato (Forlani 

et al., 2008; Daouk et al., 2013; Pizarro et al., 2016, Oliveira et al. 2016) e do 2,4-D (Kobraei 

& White, 1996; Råberg et al., 2003; Uji et al., 2016) sobre a biota aquática, ainda são escassos 

os estudo que investigaram os efeitos do uso combinado destes dois herbicidas (Relyea, 2009). 

Esta constação é ambientalmente bastante preocupante, uma vez que o uso desta combinação 

têm aumentado com o aumento do número biótipos resistentes ao glifosato, sem que, 

entrentanto, estudos dos seus efeitos em organismos e/ou sistemas não-alvo tenham 

acompanhado o crescimento do uso desta prática de manejo agricultural.     



86 

 

 

Assim, dada a importância de se compreender os efeitos que a combinação de glifosato 

e 2,4-D pode causar nesse importante filo algal, este trabalho foi realizado com o objetivo de 

investigar os possíveis impactos da exposição destas substâncias sobre as resposta fotossintética 

de quatro espécies de macroalgas verdes lóticas. 

Diante dos potenciais efeitos destes herbicidas na fotossíntese de produtores primários, 

e particularmente, no pontencial dano oxidativo que ambos os herbicidas tendem a causar, 

espera-se que as macroalgas verdes testadas demonstrem uma forte inibição da resposta 

fotossintética, apresentando, principalmente, danos no centro de reação do fotossistema II e 

degradação da concentração de clorofila a. 

 

Materiais e Métodos 

As macroalgas coletadas em riachos de baixas ordens (2a e 3a ordens) (Tabela 1) foram 

transportadas in vivo para o laboratório para a realização da limpeza, utilizando microscópio 

estereoscópico e pincel de cerdas duras e jatos de água destilada, e em seguida, o processo de 

pesagem do material (peso fresco - 150 ± 10 mg). 

Após a pesagem, os organismos foram transferidos para erlenmeyers contendo 100 mL 

de meio básico de Bold (Watanabe, 2005) e mantidos aclimatados por três dias em estufas tipo 

B.O.D. (marca Nova Ética, modelo 411/FDP355) com fotoperíodo de 12/12 horas e nas mesmas 

condições de temperatura (20 ± 0,5ºC) e irradiância (140 ± 15 μmol.m-2s-1) durante todo o 

experimento.  

Para investigar a resposta fotossintética das macroalgas verdes expostas a uma mistura 

de Roundup® (glifosato) e Bratt® (2,4-D), foram utilizadas as concentrações recomendadas 

pelos fabricantes, que, para o glifosato, corresponde a 3,5 mg de ingrediente ativo [i.a.] L-1, 

(Vera et al., 2012; Giesy et al., 2000) e para o 2,4-D corresponde a 2 mg i.a.L-1 (Kobraei & 

White, 1996; Parsons et al., 2001), respectivamente. 

O delineamento empregado neste experimento seguiu as diretrizes da Organização de 

Cooperação Econômica e Desenvolvimento (OCDE) para o teste de produtos químicos 221 

(OECD, 2011). Este delineamento, embora tenha sido proposto para Lemna sp., já foi aplicado 

utilizando-se macroalgas verdes como organismos testes (Oliveira et al., 2016), e consiste em 

um teste semi-estático com análise de resposta no primeiro (T1) e no sétimo dia (T7) após a 

exposição ao herbicida e com a renovação da meio de cultura no terceiro e quinto dia para evitar 

a perda de nutrientes e ingredientes ativos (Nešković et al., 1996; OECD, 2011).  

As respostas fotossintéticas das macroalgas verdes submetidas aos efeitos dos 

tratamentos experimentais foram analisadas pelas variações entre os grupos tratados (ou seja, 
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sob exposição a combinação dos herbicidas testados) em relação ao grupo controle (ou seja, na 

ausência de exposição aos herbicidas testados). Assim, foram analisados parâmetros 

fotossintéticos de cada amostra obtidos/calculados a partir dos seguintes métodos analíticos: i) 

evolução do oxigênio dissolvindo, com a aplicação da técnica dos frascos claros e escuros; ii) 

fluorescência da clorofila a, com auxílio de fluorômetro subaquático e iii) concentração de 

clorofila a, por meio de método espectrofotométrico. 

Através do método dos frascos claros e escuros (Littler & Arnold, 1985; Thomas, 1988), 

foram determinadas as taxas de fotossíntese líquida e respiração no escuro para ambos os grupos 

experimentais (controle e tratamento), seguindo os mesmos procedimentos descritos por Necchi 

& Zucchi (2001) e Vieira & Necchi (2003). Dessa forma, para a análise da fotossíntese líquida, 

cinco amostras foram colocadas em frascos de 110 mL de vidro com 98,5 % de transparência 

(os chamados frascos claros), e mantidas em incubação em condições constantes de temperatura 

(20 ± 0,5°C), iluminação (140 ± 15μmol.m-2s-1) e agitação (100 ± 2,5 r.p.m.) durante uma hora. 

O mesmo procedimento foi utilizado para o cálculo da respiração no escuro, porém, três 

amostras algais foram incubadas em frascos cobertos com papel alumínio sob total ausência de 

luz (os chamados frascos escuros). As concentrações inicial (ou seja, medida antes do período 

de incubação) e final do oxigênio dissolvido (ou seja, medida após o período de incubação), 

tomadas para cada grupo experimental em cada dia da análise (T1 e T7) foram mensuradas com 

o uso de um oxímetro de bancada equipado com uma sonda com auto-agitação (Yellow Springs 

Instruments, modelo 5100). 

As medidas de fluorescência da clorofila a, por sua vez, foram realizadas utilizando o 

fluorômetro subaquático Diving-PAM (Walz, Effeltrich, Germany). Após o período de 

aclimatação no escuro (30 minutos – Lichtenthaler et al., 1981; Yannicari et al., 2012), Nos 

dias T1 e T7, cinco réplicas de cada tratamento foram submetidas a uma “Curva de Indução” 

(Schreiber et al.,1995) utilizando-se luz actínica com intensidade de 285 μmol fótons.m-2.s-1, e 

pulsos de saturação a cada 15 segundos, com duração de 0,8 segundos e intensidade de 2000 

μmol fótons.m-2.s-1. Os parâmetros do fotossistema II (PSII) mensurados foram: rendimento 

quântico efetivo do PSII (ΦPSII) (Genty et al., 1989; Schreiber et al., 1995; Necchi, 2005); 

“quenching” fotoquímico (qP) (Baker & Rosenqvist, 2004); dissipação de calor no complexo 

antena do PSII (D) (Demmig-Adams et al., 1996); e dissipação de calor pelo centro de reação 

do PSII (E) (Demmig-Adams et al., 1996). 

Ao final do experimento, após as análises de fotossíntese líquida, respiração no escuro 

e dos parâmetros relacionados à fluorescência da clorofila a, as amostras foram submetidas às 

análises de concentração de clorofila a corrigida da feofitina por espectrofotometria (Biospectro 
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modelo SP220). As leituras foram realizadas nos comprimentos de onda 665 e 750 nm, 

utilizando-se acetona 90% para a calibração (branco da amostra) (Wetzel & Likens, 2000). 

Os resultados encontrados foram submetidos inicialmente a estatística descritiva, ao 

teste de normalidade Ryan-Joiner, e ao teste de igualde de variâncias pelo método Levene. Em 

seguida, para comparar as médias obtidas de cada grupo experimental, foi realizado o teste t de 

Student para amostra não pareadas (dados paramétricos) ou o teste de Mann-Witney (dados não 

paramétricos), ambos realizados através do software Minitab, versão 17 (Ryan et al., 1985). Os 

efeitos da interação entre o tratamentos e o tempo de exposição sobre as respostas 

fotossintéticas das macroagas verdes testadas foram avaliadas pela da Análise de Variância 

Multivariada (MANOVA), também no Minitab, versão 17 (Ryan et al., 1985). Para a 

construção dessas análises, as respostas fotossintéticas (ou seja, os parâmetros fotossintéticos 

medidos ou calculados) foram consideradas variáveis dependentes, enquanto que o tempo de 

exposição e o tratamento como covariáveis. Quando os pressupostos de normalidade e de 

igualdade de variância não foram alcançados, a interação entre tempo de exposição e 

concentração foi investigada usando Análise Multivariada de Permutação não paramétrica 

(PERMANOVA) baseada na distância euclidiana e 9999 permutações no software PAST 

(Hammer et al., 2001). 

 

Resultados  

Todos os resultados numéricos (médias + desvio-padrão) de cada parâmetro 

mensurado/calculado, assim como o resultados das análises estatística, estão apresentados nas 

Tabelas 2-4 e nas Figuras 1 e 2.  

 

Evolução do oxigênio dissolvido 

Efeitos significativos encontrados nos experimentos envolvendo o método da evolução 

do oxigênio dissolvido foram a redução no valor da taxa de fotossíntese líquida de Spirogyra 

sp., em T1, e o aumento da taxa de respiração no escuro de Desmidium grevillei, em T7 (Tabela 

2). A redução da taxa de fotossíntese líquida de Spirogyra sp. foi da ordem de -21,3% em 

relação ao grupo controle (t = 2,4 e p ≤ 0,05), ao passo que, o aumento na taxa de respiração 

no escuro de Desmidium grevillei correspondeu a +116% (t = -6,8 e p ≤ 0,01) (Tabela 2). 

Os resultados da MANOVA mostraram que a interação entre tempo de exposição e 

tratamento foi significativa para taxa de fotossíntese líquida nas macroalgas Oedogonium sp. 

(F = 6,9 e p ≤ 0,05) e Spirogyra sp. (F = 5,9 e p ≤ 0,05), e para a taxa de respiração no escuro 

em Desmidium grevillei (F = 27,7 e p ≤ 0,01) e Spirogyra sp. (F = 7,0 e p ≤ 0,05) (Tabela 3).  
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Clororofila a 

O resultado da concentração de clorofila a foi estatisticamente significativo somente na 

análises realizada no sétimo dia de exposição à mistura de herbicida (T7), com um aumento de 

+11,8% para Desmidium grevillei, quando comparados com o grupo controle (t = -2,8 e p ≤ 

0,05) (Tabela 2). 

Entretanto, o resultado da MANOVA mostrou efeitos significativos da interação entre 

tempo de exposição e tratamento sobre a concentração de clorofila a para as espécies 

Desmidium grevillei (F = 8,3 e p ≤ 0,01) e Spirogyra sp. (F = 2,8 e p ≤ 0,05) (Tabela 3).  

 

Fluorescência da clorofila a 

Quanto aos parâmetros obtidos a partir dos dados de fluorescencia da clorofila a, todas 

as espécies de macroalgas verdes testadas apresentaram efeitos estatiticamente significativos, 

em pelo uma das datas experimentais, quando comparados os resultados dos tratamentos 

experimentais aos do grupo controle (Tabela 4, Figuras 1 e 2). 

Nitella subglomerata e Oedogonium sp., após um dia de exposição à mistura de 

herbicidas (T1), apresentaram aumento no parâmetro que avalia a dissipação de calor pelo 

centro de reação (E). Estes aumentos no parâmetro (E) foram da ordem de +44,8% para Nitella 

subglomerata (t = -5,5 e p ≤ 0,01), e de +27,5% para Oedogonium sp. (t = -2,9 e p ≤ 0,05) (Fig. 

1). Por outro lado, observou-se uma redução nos valores do parâmetro "quenching" fotoquímico 

(qP) para Nitella subglomerata e para Oedogonium sp., de modo que para a primeira, os valores 

deste parâmetro foram -38,6% menores do que os observados para o grupo controle (t = 5,4 e 

p ≤ 0,01), e para a segunda -22,8% (t = 2,8 e p ≤ 0,05) (Fig. 2). Adicionalmente, Nitella 

subglomerata apresentou uma redução de -39,2% no parâmetro rendimento quântico efetivo 

(ΦPSII) (t = 4,4 e p ≤ 0,01). 

Para Spirogyra sp. houve uma redução inicial (em T1) de -9,5% nos valores do 

parâmetro (ΦPSII) (t = 2,9 e p ≤ 0,05), porém na análise realizada em T7 observou-se uma 

inversão desta tendência, com o registro de um aumento nos valores deste parâmetro (cerca de 

+134,5% em relação ao grupo controle; t = 4,2 e p ≤ 0,01). Ainda para Spirogyra sp., em T7, 

observou-se um aumento (+199,2% em relação ao grupo controle) nos valores dos parâmetros 

(E) (t = -5,5 e p ≤ 0,01) (t = 4,2 e p ≤ 0,01), além de uma redução no parâmetro (D) (-42,9%) 

(W = 40 e p ≤ 0,05) (Fig. 1). 

Resultado similar foi reportado para Desmidium grevillei que experimentou, após sete 

dias de exposição (T7), redução de -19,5%, em relação ao grupo controle, nos valores do 
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parâmetro (D) (t = 6,5 e p ≤ 0,01), e aumentos de +19,6% nos valores do parâmetro (E) (t = -

3,8 e p ≤ 0,01), de +68% do parâmetro (ΦPSII) (t = -6,4 e p ≤ 0,001) (Figura 1), e de +29,4% no 

parâmetro (qP) (t = -3,8 e p ≤ 0,001) (Figs. 1 e 2). 

A interação entre tempo de exposição e tratamento, usando os parâmetros da 

fluorescência da clorofila a como covariáveis, foi significativa para as espécies Nitella 

subglomerata, Desmidium grevillei, e Spirogyra sp (Tabela 4). Em Nitella subglomerata foram 

significativos os parâmetros (ΦPSII) (F = 23,1 e p ≤ 0,01), (qP) (F = 26,9 e p ≤ 0,01), e (E) (F = 

13,9 e p ≤ 0,01). Por sua vez, Desmidium grevillei apresentou efeitos significativos da interação 

nos parâmetros (D) (F = 11,9 e p ≤ 0,01) e (E) (F = 8,1 e p ≤ 0,05). Enquanto que para Spirogyra 

sp. foram significativos os parâmetros (ΦPSII) (F = 22,7 e p ≤ 0,01), (D) (F = 29,2 e p ≤ 0,01) e 

(E) (F = 24,8 e p ≤ 0,01) (Tabela 4).     

 

Discussão 

Os resultados observados em Nitella subglomerata e Oedogonium sp. mostraram que os 

efeitos negativos no aparato fotossintético, verificados através dos parâmetros de fluorescência 

da clorofila a, não resultaram em qualquer variação na produtividade (taxa de fotossíntese 

líquida e respiração no escuro) ou na concentração de clorofila a (Tabela 2, Figs. 1 e 2). A 

redução na produtividade (p.ex., na taxa de fotossíntese líquida) em decorrência de efeitos 

negativos no aparato fotossintético (p.ex, nos valores de ΦPSII) foi reportado somente para 

Spirogyra sp., em T1 (Tabela 2, Fig. 1). 

Por sua vez, Spirogyra sp. e Desmidium grevillei apresentaram em T7 um aumento na 

dissipação de calor pelo centro de reação (E) que, embora seja nocivo para a manutenção do 

centro de reação do PSII, foi acompanhado pelo aumento nos valores do rendimento quântico 

efetivo (ΦPSII), para ambas as macroalgas. Por sua vez, a ausência de efeitos na produtividade 

(fotossíntese líquida e respiração no escuro) para Spirogyra sp. e os aumentos no parâmetro 

(qP), além dos aumentos reportados para a taxa de respiração no escuro e para a concentração 

de clorofila a reportados para Desmidium grevillei (Figs. 1 e 2), não permitem afirmar que estas 

macroalgas expostas às formulações comerciais de glifosato e 2,4-D estejam sofrendo inibições 

na fotossíntese em T7. 

Comparando ainda estes resultados com os observados no tratamento com o Roundup® 

na concentração de 3,5 mg.L-1 (ver Capítulo II desta tese), com exceção de Oedogonium sp., 

todas as macroalgas tiveram os efeitos inibitórios na resposta fotossintética amenizados quando 

o Roundup® foi administrado em conjunto com o 2,4-D (Bratt®). Portanto, é possível concluir 

que, para a maioria das macroalgas testadas, a formulação comercial do herbicida 2,4-D, 
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quando administrada na concentração recomendada pelo fabricante (2 mg L-1), apresentou 

efeitos antagônicos aos da formulação comercial de glifosato, ou seja o Roundup®. 

De fato, vários trabalhos têm relatado que, na concentração recomendada pelo 

fabricante, o herbicida 2,4-D pode ser capaz de estimular o crescimento algal (Cooke et al., 

2002; Kobraei & White, 1996, Piotrowska-Niczyporuk & Bajguz, 2014) e que os efeitos 

deletérios causados pelo 2,4-D sobre estes organismos tendem a ocorrer somente quando 

expostos a altas concentrações (20 mg L-1 – Wong, 2000; 40 mg L-1 - Kobraei & White, 1996). 

Em contrapartida, um estudo desenvolvido com a microalga verde Scenedesmus obliquus, 

exposta ao 2,4-D grau técnico, mostrou que o rendimento quântico efetivo (ΦPSII) foi reduzido 

quando submetido a concentrações iguais e inferiores a 2 mg L-1 (Zhu et al., 2016). 

Ao analisar o tratamento combinado de glifosato e 2,4-D na literatura, há a descrição de 

uma variedade de tipos de respostas fisiológicas que, dependendo do organismo testado, pode 

resultar em efeitos antagônicos ou sinérgicos (Peterson et al., 2016; Grossmann, 2010).  

Para além das variações nas respostas fotossintéticas observadas quando diferentes 

organismos são expostos a uma combinação de herbicidas a base de glifosato e 2,4-D, um fator 

que tem sido descrito como relevante para determinar o tipo e a intensidade dos efeitos é o 

tempo de exposição. A importância do tempo de exposição torna-se evidente ao se analisar os 

dados das análise multivariadas (Tabelas 3 e 4) que foram conduzidas no presente estudo. Por 

estas análises, fica claro que a interação entre tempo de exposição e tratamento representa a 

influência mais significativa sobre as respostas fotossintéticas observadas, sendo tal padrão 

particularmente evidente para Spirogyra sp, que apresentou alterações significativas na taxa de 

fotossintese líquida (T1) e nos parâmetros de fluorescência da clorofila a (T1 e T7).  

Estes resultados sugerem que para as macroalgas verdes, com base nos dados do 

presente estudo e corroborados por dados da literatura (p.ex., Peterson et al., 2016; Grossmann, 

2010), o herbicida 2,4-D (Bratt®) tende a compensar, ao longo do tempo de exposição, os 

efeitos inibitórios sobre a fotossíntese produzidos pela exposição ao glifosato (Roundup®), 

refutando integralmente a nossa hipótese inicial. 

Por fim, sugere-se que estudos futuros abordem também a combinação dos principais 

produtos de degradação dos herbicidas 2,4-D e glifosato (2,4,5-T e AMPA, respectivamente), 

para que se compreenda os efeitos desta mistura nas macroalgas dentro de uma perspectiva 

temporal maior, englobando também a dinâmica de degradação conjunta desses herbicidas. 
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Tabela 1. Lista de espécies com a localização e classe de sombreamento (DeNicola et al. 1992) 

dos riachos onde foram coletados. 

Espécimes Localização Classe de Sombreamento 

Oedogonium sp. 
Rio do Pari (Platina/SP) 

22º40’11’’ S - 50º28’59’’ O 
Aberto 

   

Nitella subglomerata A. Braun 
Rio Cubatão (Cajuru/SP) 

21º14’14’’ S - 47º13’15’’ O 
Parcialmente Sombreado 

   

Spirogyra sp. 
Ribeirão Pirapitininga (Assis/SP) 

22º38’28” S - 50º20’28” O 
Aberto 

   

Desmidium grevillei (Kützing ex 

Ralfs) De Bary 

Ribeirão das Antas (Assis/SP) 

22°34'28,2" S - 50°25'6,9" O 
Parcialmente Sombreado 
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Tabela 2. Taxas de fotossíntese líquida (mg de O2.g
-1 de PS.h-1), respiração no escuro (mg de 

O2.g
-1 de PS.h-1) e concentração de clorofila a (µg.mg-1 de PS) em termos de média e desvio 

padrão das espécies de macroalgas expostas à mistura dos herbicidas Roundup® (3,5 mg i.a.L-

1) e Bratt® (2 mg i.a.L-1). Fotos.: taxa de fotossíntese líquida; Resp.: taxa de respiração no 

escuro; Clor.: concentração de clorofila a). 

   1º dia (T1)    7º dia (T7)  

  Fotos. Resp. Clor.  Fotos. Resp. Clor. 

Oedogonium sp. 
0 10,5±1,3a 3,5±1,1a 14,7±3,2a  8,6±2,3a 7,1±2,6a 17,7±4,1a 

3,5+2 12,5±2,4a 2,8±0,2a 13,9±4,3a  6,2±0,6a 4,5±0,8a 15,6±4,5a 

         

Nitella subglomerata  
0 5,1±2,0a 16,8±9,6a 10,4±3,6a  6,4±1,1a 10,3±1,5a 5,7±1,0a 

3,5+2 5,2±3,1a 6,7±3,3a 7,7±3,2a  7,4±3,6a 10,4±1,9a 5,6±1,2a 

         

Spirogyra sp. 

 

0 36,1±3,4b 61,9±4,1a 7,3±3,9a  5,8±1,7a 42,9±5,9a 1,1±0,6a 

3,5+2 28,3±6,1a 70,2±0,8a 4,9±1,5a  6,4±2,0a 35,6±7,0a 0,8±0,8a 

         

Desmidium grevillei  
0 35,1±17,9a 112,5±5,3a 7,0±4,8a  25,4±8,8a 40,4±8,0a 2,1±0,8a 

3,5+2 34,0±5,4a 80,0±22,6a 3,7±1,9a  33,2±7,7a 87,3±8,7b 4,8±2,5b 

Médias seguidas por letras distintas apresentam diferenças estatísticas significativas (p ≤ 0,05). 
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Tabela 3. Análise de variância multivariada (MANOVA), considerando a taxa de fotossíntese 

líquida (Fotos.), a taxa de respiração no escuro (Resp.) e concentração de clorofila a (Clor.) 

como variáveis dependentes e tempo de exposição e o tratamento com a mistura dos herbicidas 

Roundup® (3,5 mg i.a.L-1) e Bratt® (2 mg i.a.L-1) como covariáveis. 

  Fotos.  Resp.  Clor.  

Oedogonium sp. 

 F P  F p  F p  

Tempo 17,3 <0,01  0,04 0,84  38,9 <0,01  

Tratamento 2,3 0,13  7,22 <0,05  0,1 0,96  

Interação 6,9 <0,05  24,3 <0,01  0,6 0,57  

           

Nitella subglomerata  

          

Tempo 11,2 <0,01  3,0 0,07  2,3 0,12  

Tratamento 1,8 0,18  1,3 0,24  1,0 0,3  

Interação 4,7 <0,05  -2,1 0,72  2,1 0,15  

           

Spirogyra sp. 

          

Tempo 30,7 <0,01  21,8 <0,01  50,4 <0,01  

Tratamento 13,1 <0,01  13,4 <0,01  24,9 <0,01  

Interação 2,4 0,08  4,7 <0,05  6,9 <0,01  

           

Desmidium grevillei  

          

Tempo 44,1 <0,01  31,0 <0,01  0,1 0,77  

Tratamento 2,1 0,07  6,9 <0,01  6,2 <0,01  

Interação -0,6 0,09  3,3 <0,05  3,7 <0,05  
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Tabela 4. Análise de variância multivariada (MANOVA), considerando o rendimento 

quântico efetivo (ΦPSII), o “quenching” fotoquímico (qP), a dissipação de calor no complexo 

antena (D) e a dissipação de calor no centro de reação (E) como variáveis dependentes e o 

tempo de exposição e o tratamento com a mistura dos herbicidas Roundup® (3,5 mg i.a.L-1) e 

Bratt® (2 mg i.a.L-1) como covariáveis. 

   ΦPSII  qP  D  E 

   F P  F p  F p  F P 

Oedogonium sp. 

Tempo  480,8 <0,01  223,1 <0,01  213,3 <0,01  81,3 <0,01 

Tratamento  1,4 0,24  2,1 0,11  1,3 0,26  2,3 0,09 

Interação  6,0 <0,01  4,1 <0,05  1,1 0,36  3 <0,05 

              

Nitella 

subglomerata  

Tempo  7,9 <0,01  11 <0,01  2,6 0,11  12,9 <0,01 

Tratamento  4,4 <0,01  5,3 <0,01  2,7 <0,05  6,2 <0,01 

Interação  1,6 0,19  2,7 <0,05  4,1 <0,05  4,3 <0,05 

              

Spirogyra sp.* 

Tempo  57,6 <0,01  29,5 <0,01  14,6 <0,01  1,9 0,17 

Tratamento  0,1 0,93  0,3 0,77  0,2 0,86  0,3 0,82 

Interação  2 0,133  2,5 0,07  0,7 0,53  2,4 0,08 

              

Desmidium grevillei  

Tempo  34,3 <0,01  31,6 <0,01  28,9 <0,01  2,7 0,1 

Tratamento  3,5 <0,05  3,8 <0,05  5,5 <0,01  9,2 <0,01 

Interação  0,1 0,99  0,1 0,92  0,1 0,99  0,1 0,9 

* Para dados não paramétricos foi realizada a Análise de Variância PERMANOVA 
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Figura 1. Percentual da fração de luz usado pelas macroalgas na fotossíntese (rendimento quântico efetivo - ΦPSII - listrado), e dissipada na forma 

de calor pelo complexo antena (D – cinza claro) e pelo centro de reação (E – cinza escuro) quando expostas à mistura de Roundup® (3,5 mg i.a.L-

1) e Bratt® (2 mg i.a.L-1). Letras diferentes representam diferenças estatísticas significativas (p ≤ 0.05). 
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Figura 2. “Quenching” fotoquímico (qP) das espécies de macroalgas analisadas após um (T1) e setes dias (T7) de exposição à mistura dos 

herbicidas Roundup® (3,5 mg i.a.L-1) e Bratt® (2 mg i.a.L-1). Letras diferentes representam diferenças estatísticas significativas (p ≤ 0.05). 
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Conclusão Geral 

No presente estudo, foram formuladas três hipóteses de trabalho que foram, então, 

testadas a partir da condução dos experimentos cujos resultados estão apresentados nos três 

capítulos desta tese.  

A primeira hipótese previa que as respostas fotossintéticas das macroalgas verdes lóticas 

tenderiam a ser diretamente relacionadas às concentrações dos herbicidas a base de glifosato 

que foram testadas. Neste sentido, esperava-se, inicialmente, que a exposição dos espécimes às 

menores concentrações dos herbicidas deveriam produzir efeitos menos prejudiciais à 

fotossíntese das espécies analisadas do que aqueles produzidos pela exposição às maiores 

concentrações.  

Esta hipótese foi parcialmente corroborada, pois, como apresentado nos Capítulos 1 e 

2, ainda que tenha havido uma tendência de distinção na intensidade e na proporção de efeitos 

significativos nas respostas fotossintéticas das macroalgas entre a concentração de 0,28 mg L-1 

e as concentrações de 3,5 e 6 mg L-1, o mesmo não ocorreu quando a concentração de 3,5 mg 

L-1 foi comparada com a concentração de 6 mg L-1. Isto pode ter ocorrido pela relativa baixa 

distinção na magnitude dos efeitos produzidos pelas concentrações de 3,5 e 6 mg L-1, quando 

ambas são comparadas com a concentração de 0,28 mg L-1. Esta constatação, por sua vez, leva 

a implicações ambientais altamente relevantes, uma vez que a ocorrência de efeitos negativos 

similares sobre as respostas fotossintéticas de macroalgas verdes lóticas para a concentração 

recomendada pelo fabricante (3,5 mg L-1) e para a concentração máxima, até então, reportada 

no ambiente (cerca de 6 mg L-1), permite supor que eventos de contaminação que causam danos 

severos na fotossíntese destes organismos podem ser mais recorrentes, tanto no tempo como no 

espaço, do que se imagina. A preocupação com este tipo de questão ambiental se agrava à 

medida que se observou, como apresentado no Capítulo 1, que danos fotossintéticos 

significativos (p.ex., redução de -42,1% na taxa de fotossíntese líquida de Nitella microcarpa 

var. wrightii exposta ao Roundup®) foram identificados já para a menor concentração testada, 

cuja referência é tido como o limite legal proposto na legislação brasileira para águas destinadas 

à irrigação e consumo animal. 

Pela segunda hipótese testada no presente estudo, esperava-se que a administração 

conjunta de Roundup® (3,5 mg L-1) e Bratt® (2 mg L-1) fosse capaz de gerar maiores efeitos 

inibitórios nas respostas fotossintéticas das espécies de macroalgas investigadas. Contudo, o 

padrão de resposta fotossintética observado foi surpreendentemente o oposto, refutando 

integralmente esta hipótese inicial (ver Capítulo 3). A combinação dos herbicidas testados 
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produziu apenas pequenas alterações nas respostas fotossintéticas para todas as espécie de 

macroalgas testadas. Mesmo para Oedogonium sp., espécie que registrou os parâmetros de 

fluorescência da clorofila a inibidos pela mistura de herbicidas, apresentou mais alterações 

significativas quando submetida à exposição exclusiva de Roundup® ou de glifosato grau 

técnico, especialmente na concentração de 3,5 mg L-1. Até mesmo o AMPA na concentração 

de 0,03 mg L-1 foi capaz de gerar mais alterações significativas nos parâmetros fotossintéticos 

mensurados do que o observado para a mistura de Roundup® e Bratt®. Um resultado que 

divergiu deste padrão geral, que aparentemente expõe um efeito antagônico entre os herbicidas 

a base de glifosato e 2,4-D, foi registrado para Spirogyra sp. Para este táxon, muitas variáveis 

fotossintéticas mostraram ser bastante sensíveis à exposição a esta combinação de herbicidas, 

assim como já havia sido percebido nos experimentos realizados com os herbicidas 

administrados individualmente (ver Capítulo 2). Estes resultados, aliás, sugerem que Spirogyra 

sp. pode ser considerada, entre as macroalgas testadas, como aquela que melhor representaria 

um bioindicador ideal na identificação de contaminação de ambientes lóticos de baixa ordem 

pelos herbicidas testados. 

Sobre as variáveis fotossintéticas analisadas, ainda que seja difícil interpretar e conciliar 

os métodos de evolução do oxigênio dissolvido com os parâmetros da fluorescência da clorofila 

a, a utilização conjunta desses métodos mostrou-se satisfatória para a detecção das anomalias 

geradas pelos herbicidas testados analisados neste trabalho. Uma vez que a técnica da 

fluorescência da clorofila a avalia as etapas de conversão da energia luminosa em transporte de 

elétrons dentro do fotossistema II e que a técnica da evolução do oxigênio dissolvido está mais 

relacionado com o processo de fixação de carbono propriamente dita (Tait et al., 2017), nem 

sempre é possível reportar um efeito que seja perceptível pelos dois métodos simultaneamente. 

Tal situação foi identificada em algumas análises realizadas nestes experimentos, com 

determinados efeitos negativos sendo reportados para parâmetros relativos a fluorescência da 

clorofila a sem um concomitante efeito sobre a taxa de fotossíntes líquida ou de respiração no 

escuro. O inverso também foi reportado, com efeitos negativos detectáveis nas taxas de 

fotossíntese líquida e respiração no escuro sem que haja qualquer sinalização por parte dos 

parâmetros de fluorescência da clorofila a. Essa distinção no nível de sensibilidade entre os dois 

métodos, provavelmente, pode ser atribuída às duas diferentes vias de atuação do glifosato na 

fotossíntese: a primeira mais relacionada ao consumo da eritrose-4-fosfato, que atua na 

regeneração da ribulose-1,5-bifosfato, e portanto, na fixação de carbono (Geiger et al., 1986; 

1987; Shieh et al., 1991), e tendendo a ser mais perceptível pela evolução do oxigênio 

dissolvido; enquanto que a segunda via está mais relacionada a redução na síntese de proteínas 
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associadas ao seu centro de reação do fotossistema II (Vivancos et al., 2011; Yanniccari et al., 

2012), e da inibição da síntese de carotenoides (Gomes et al., 2017), efeitos que tenderiam a 

ser mais perceptíveis pela fluorescência da clorofila a. Essa diversidade de atuação do herbicida 

glifosato na fotossíntese demonstra que conciliar os dois métodos pode ser importante para a 

detecção e compreensão desses efeitos de forma mais ampla e integrada.   

A terceira hipótese levantada no presente estudo sugeria que o tempo de exposição das 

macroalgas aos herbicidas deveria aumentar a magnitude dos efeitos negativos sobre a resposta 

fotossintética das macroalgas verdes lóticas. De modo geral, embora nem todos os efeitos 

reportados sejam inibitórios na fotossíntese, os resultados dos experimentos indicam que esta 

hipótese foi corroborada ao revelar que os efeitos significativos foram mais recorrentes, e ao 

mesmo tempo mais expressivos (estimulando e/ou inibindo a fotossíntese), no sétimo dia (T7) 

quando comparado ao primeiro dia de exposição (T1). Talvez, os efeitos reportados para a 

mistura de herbicidas gere dúvidas quanto a corroboração dessa hipótese, uma vez que, a maior 

parte dos efeitos significativos foram reportados em T1. Contudo, como já foi discutido 

anteriormente, a redução do número de efeitos significativos em T7 se deveu, provavelmente, 

ao efeito antagônico entre os herbicidas glifosato e 2,4-D, e não a uma ausência de sensibilidade 

por parte das macroalgas testadas. Adicionalmente, a quantidade de resultados significativos 

para a interação entre tempo de exposição e o tratamento com os herbicidas confirmam esta 

tendência. 

Por fim, o presente trabalho representa apenas uma contribuição inicial para uma vasta 

área de estudos, extremamente complexa, e carente de informações. Contudo, espera-se que 

este trabalho seja suficiente para encorajar e direcionar a condução de novas pesquisas desta 

natureza, considerando a comunidade de produtores primários de ambientes aquáticos tropicais. 
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Material Suplementar  

Detalhamento dos métodos analíticos utilizados nos estudos experimentais 

Método da evolução do oxigênio dissolvido - Técnica dos frascos claros e escuros 

Nesta análise, as mudanças na concentração de oxigênio dissolvido no meio de cultura 

determinam as taxas de fotossíntese líquida e a respiração no escuro (Littler & Arnold, 1985; 

Thomas, 1988), foram avaliados seguindo os mesmos procedimentos descritos por Necchi & 

Zucchi (2001) e Vieira & Necchi (2003) (Figura 1). 

As concentrações inicial e final do oxigênio, tomadas antes e após cada um dos períodos 

de incubação para cada dia da análise (1 e 7 dias após a exposição ao herbicida) foram medidas 

com o uso de um oxímetro de bancada equipado com uma sonda com auto-agitação (Yellow 

Springs Instruments, modelo 5100). 

Para a análise da fotossíntese líquida, cinco réplicas de fragmentos do talo ou talos 

inteiros das espécies estudadas são colocadas em frascos de 110 mL de vidro com 98,5 % de 

transparência (os chamados frascos claros), e mantidas em condições constantes de temperatura 

(20 ± 0,5°C), iluminação (140 μmol.m-2s-1) e agitação (100 ± 2,5 r.p.m.). O tempo de incubação 

em cada análise é de 60 minutos e, para evitar respostas fotossintéticas enviesadas por possíveis 

diferenças geradas pelo posicionamento das réplicas em relação à fonte de luz, os frascos 

contendo as amostras algais são reposicionados dentro da incubadora de modo que cada frasco 

ocupe todas as posições com o mesmo período de tempo para cada posição. 

Em adição, para o cálculo da respiração no escuro, foram repetidos os mesmos 

procedimentos descritos acima para a fotossíntese líquida, porém mantendo as amostras algais 

em frascos âmbar (os chamados frascos escuros) em condições de ausência de iluminação. 

Nesse caso, os experimentos, realizados em triplicata, foram mantidas inicialmente no escuro 

ainda dentro dos frascos erlenmeyer por 30 minutos para sessar a fotossíntese e então 

transferidos para os frascos âmbar escuros para a realização da análise de fato. 

Os cálculos dos valores de fotossíntese líquida e respiração no escuro foram realizados 

de acordo com o proposto por Littler & Arnold (1985) através das fórmulas: FL = [(F)-

(I)]*V/Ti/PS e R = [(I)-(F)]*V/Ti/PS, onde FL é a fotossíntese líquida; (F), concentração final 

de oxigênio dissolvido após o período de incubação; (I), concentração inicial de oxigênio 

dissolvido antes do período de incubação; (V), volume do meio no frasco; (Ti), tempo de 

incubação; (PS), peso seco da amostra e (R), respiração no escuro.  
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Figura 1. Bancada para a análise dos frascos claros e escuros. 

  

Método da mensuração da concentração da clorofila a 

Após a determinação da fotossíntese líquida e dos parâmetros da fluorescência da 

clorofila, os espécimes foram submetidos às análises de concentração de clorofila a corrigida 

da feofitina por espectrofotometria (Biospectro modelo SP220). As leituras foram realizadas 

nos comprimentos de onda 665 e 750 nm, utilizando-se acetona 90% para a calibração (branco 

da amostra) (Wetzel & Likens, 2000). As concentrações deste pigmento, em µg.mg-1 de peso 

seco, foram determinadas através das seguintes fórmulas: [clorofila a] = (Eb – Ea) x 26,7 x V. 

Onde (Eb) corresponde a absorbância da amostra antes da acidificação (A665 – A750); (Ea), 

absorbância da amostra após a acidificação (A665 – A750); (V), volume da amostra que 

corresponde a 10 mL.  

Por fim, as amostras de macroalgas foram levadas à estufa de secagem onde ficam por 

24 horas à 70ºC até que seja obtida uma massa constante. Após esse procedimento, as amostras 

são pesadas em balança analítica (Shimadzu, AUW220D) para a determinação da massa seca. 
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Figura 2. Biospectro modelo SP220. 

 

Método da avaliação de parâmetros fotossintéticos utilizando a análise da fluorescência da 

clorofila a 

As medidas de fluorescência da clorofila a foram realizadas utilizando o fluorômetro 

subaquático Diving-PAM (Walz, Effeltrich, Germany). Após o período de aclimatação no 

escuro (30 minutos – Lichtenthaler et al., 1981; Yannicari et al., 2012), Nos dias T1 e T7, cinco 

réplicas de cada tratamento foram mantidas em tubos falcon adaptados para o posicionamento 

da fibra óptica (Figuras 1 e 2), contendo meio de cultura suficiente para encobrir o talo da 

macroalga. A fibra óptica foi posicionada a aproximadamente 10 mm da amostra de forma que 

a fluorescência inicial aclimatada ao escuro (Fo) alcançasse um valor entre 300–500 unidades, 

dentro das mesmas configurações do “measure ligth” para todas as amostras (measure light 

intensity = 3; gain = 4; damp = 2). A Curva de Indução (Schreiber et al.,1995) é iniciada 

acionando a opção “Inductive Curve”.  

A Curva de Indução foi realizada utilizando-se luz actínica com intensidade de 285 μmol 

fótons.m-2.s-1, e pulsos de saturação a cada 15 segundos, com duração de 0,8 segundos e 

intensidade de 2000 μmol fótons.m-2.s-1. Os parâmetros analisados foram: 

1) Rendimento quântico efetivo do fotossintema II (“effective quantum yield”) (ΦPSII), 

que indica a eficiência fotoquímica (eficiência de captura de energia) dos centros de reação 

abertos do PSII de uma planta aclimatada a luz. Calculado a partir da fórmula ΔF/Fm’, onde 
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ΔF = Fm’ – Ft, sendo que Fm’ é a fluorescência máxima de uma amostra aclimatada à luz e Ft 

é a fluorescência transitória. (Genty et al., 1989; Necchi, 2005; Schreiber et al., 1995).  

2) “Quenching” fotoquímico (“Photochemical quenching”) (qP), usado para indicar a 

proporção de centro de reação aberto no PSII, calculado pela fórmula (Fm’ – Ft)*(Fm’ – Fo’) 

(Baker  & Rosenqvist, 2004).  

3) Dissipação de calor no complexo antena do PSII (“heat dissipation in the antena”) 

(D), que está relacionado ao ciclo das xantofilas, e portanto, à dissipação do excesso de energia 

na forma de calor para evitar danos ao PSII, calculado pela fórmula 1-(Fv’*Fm’-1), onde Fv’ 

corresponde  à diferença entre a máxima fluorescência (Fm’) e a mínima (Fo’) fluorescência da 

planta adaptada ao claro (Demmig-Adams et al., 1996). 

4) Dissipação de calor pelo centro de reação do PSII (“heat dissipation in reaction 

centers”) (E), corresponde ao excesso de energia dissipada na forma de calor de forma não 

controlada e que potencialmente pode causar danos oxidativos ao PSII, calculado como (1 – 

qP)*(Fv’*Fm’-1) (Demmig-Adams et al., 1996). 

Os valores desses parâmetros foram tomados (ΦPSII e qP) ou calculados (D e E) a 

partir do último pulso gerados na Curva de Indução, no qual a curva se apresenta maior 

estabilidade (Murchie & Lawson, 2013).  

 

Figura 3. Ilustração da energia absorvida nos fotossistemas e utilizada nas etapas 

fotoquímicas da fotossíntese e dissipadas na forma de calor e fluorescência. Retirado de 

Schreiber, 1995. 
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Figura 4. Respresentação de uma típica cinética de fluorescência da clorofila a. 

Retirado de Murchie & Lawson, 2013. 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Bancada para a realização da análise de fluorescência da clorofila a 
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Figura 6. Tubos falcon adaptados para a análise de fluorescência de clorofila a  
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